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OZET

hTopo Ila Enzim Inhibitérii Olabilecek Bazi Benzazol Tiirevi Bilesiklerin In Silico Tasarimu,
Sentezi ve Antikanser Etki Calismalar:

hTopo Ila enzimi, kanser tedavisinde 6nemli bir hedef olup, bu enzimin inhibisyonu ¢esitli
kanser tiirlerinde etkili bir tedavi yaklagimi sunmaktadir. Bu doktora tez ¢alismasinda, hTopo Ila
enzimi inhibitori olabilecek yeni 13 adet ve toplamda 30 adet metil (2-siibstitiiefenil)-1H-
benzimidazol-5(6)-karboksilat (2a-2p) ve metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat (3a-3p)
tiirevleri tasarlanmusg, sentezlenmis ve sitotoksisite ve hTopo Ilo. enzim inhbisiyonu ¢alismalar ile
biyolojik aktiviteleri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.

Benzimidazol tiirevlerinin sentezinde, 3,4-diaminobenzoik asidin tiyonil kloriir varliginda
metanol ile esterlesmesiyle metil 3,4-diaminobenzoat (1a) ara {iriinii hazirlanmistir. Bu ara {iriin,
cesitli benzaldehit tiirevleriyle reaksiyona sokularak metil (2-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5(6)-
karboksilat (2a-2p) tiirevlerine doniistiiriilmiistiir. Benzoksazol tiirevlerinin sentezinde ise 3-amino-4-
hidroksibenzoik asit, asetil kloriir varliginda metanol ile esterlestirilerek metil ester tiirevi olan metil
3-amino-4-hidroksibenzoat (1b) elde edilmistir. Bu ara {iriin, farkl: siibstitiie benzaldehit tiirevleriyle
reaksiyona  sokularak  metil  (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat  (3a-3p)  tiirevleri
sentezlenmigtir. Sentezlenen bilesiklerin saflik ve yapisal karakterizasyonu, erime noktasi, ince tabaka
kromatografisi (ITK), 'H NMR, “C NMR, LC, Mass (ESI+) ve IR analizleri kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bilesiklerin in vitro antikanser aktiviteleri, prostat (LNCaP), karaciger (HepG2) ve akciger
(A549) kanseri hiicre hatlarinda ve saglikli insan embriyonik bobrek hiicre hatti (293T) iizerinde
WST-1 testi kullanilarak degerlendirilmistir. Referans inhibitér olarak etoposid kullanilmis ve
bilesiklerin antikanser etkinlikleri ICs o degerleri lizerinden karsilastirilmistir. Ayrica, 13i orijinal
toplamda 30 adet sentezlenen bilesiklerin hTopo Ila enzimi ilizerindeki baglanma potansiyelleri in
Vitro enzim ¢alismalari tizerinden incelenmistir.

Bilesiklerin molekiiler diizeyde baglanma Ozelliklerini ve enzim-DNA kompleksindeki
etkilesimlerini analiz etmek ve baglanma mekanizmalarini degerlendirmek ig¢in hTopo Ila enziminin
(PDB: 5GWK) kristal yapisi kullanilarak molekiiler kenetlenme caligmalari gergeklestirilmistir.
Ayrica, bilesiklerin in silico ADMET o6zellikleri degerlendirilerek farmakokinetik profilleri,
biyoyararlanimlari ve toksisite tahminleri kapsamli bir sekilde analiz edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, benzimidazol tiirevlerinin benzoksazol tiirevlerine kiyasla daha
yiiksek antikanser aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Ozellikle 2n bilesigi, HepG2 ve A549 hiicre
hatlarinda etoposide kiyasla sirastyla (33,58 (£5,31) ve 35,29 (£3,35) uM degerleri ile daha giiglii
antikanser aktivite ve hTopo Ilo. enzimine karsi yiiksek baglanma potansiyelleri (1,10 pg/L)
gostermistir. Bunun yaninda 2h ve 2l bilesikleri de LNCaP, HepG2 ve A549 hiicrelerine karst
(sirasiyla, 11,84 (£3,48); 19,59 (£2,15) uM ve 20,22 (+3,05) ve 10,83 (+4,74); 15,58 (£5,25); 14,48
(£4,28) uM olmak iizere) giiclii antikanser aktiviteleriyle dikkat ¢ekmistir.

Molekiiler kenetlenme ¢aligmalari, bilesiklerin DNA stabilizasyonunda 6nemli nt-w ve mt-katyon
etkilesimleri sergiledigini ortaya koymustur. ADMET analizleri, bilesiklerin biiyiik cogunlugunun iyi
farmakokinetik profile sahip oldugunu ve Lipinski ve Veber kurallarina uygunluk gosterdigini ortaya
koymustur. Diigiik toksisite profiliyle 3m ve 3i tirevleri 6ne ¢ikarken, 2d bilesigi yiliksek
kardiyotoksisite potansiyeli nedeniyle dikkatle degerlendirilmesi gereken bir aday olarak
belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Antikanser bilesikler, benzimidazol, benzoksazol, molekiiler kenetlenme, hTopo
Ila Inhibisyonu.



SUMMARY

In Silico Design, Synthesis and Anticancer Activity Studies of Some Benzazole
Derivatives As Potential hTopo Ila Enzyme Inhibitors

hTopo Ila enzyme is a significant target in cancer therapy, and its inhibition offers an effective
treatment approach for various types of cancer. In this doctoral thesis study, 13 novel and a total of 30
derivatives of methyl (2-substituted phenyl)-1H-benzimidazole-5(6)-carboxylate (2a-2p) and methyl
(2-substituted phenyl)benzoxazole-5-carboxylate (3a-3p) were designed, synthesized, and
comprehensively evaluated for their biological activities through cytotoxicity and hTopo Ilo enzyme
inhibition studies.

In the synthesis of benzimidazole derivatives, methyl 3,4-diaminobenzoate (1a) was prepared
as an intermediate by esterification of 3,4-diaminobenzoic acid with methanol in the presence of
thionyl chloride. This intermediate was reacted with various benzaldehyde derivatives to yield methyl
(2-substituted phenyl)-1H-benzimidazole-5(6)-carboxylate (2a-2p) derivatives. For the synthesis of
benzoxazole derivatives, 3-amino-4-hydroxybenzoic acid was esterified with methanol in the presence
of acetyl chloride to obtain the methyl ester derivative, methyl 3-amino-4-hydroxybenzoate (1b). This
intermediate was reacted with different substituted benzaldehyde derivatives to synthesize methyl (2-
substituted phenyl)benzoxazole-5-carboxylate (3a-3p) derivatives. The purity and structural
characterization of the synthesized compounds were performed using melting point, thin-layer
chromatography (TLC), 'H NMR, *C NMR, LC-MS, Mass (ESI+), and IR analyses.

The in vitro anticancer activities of the compounds were evaluated using the WST-1 assay on
prostate (LNCaP), liver (HepG2), and lung (A549) cancer cell lines, as well as the healthy embryonic
kidney cell line (293T). Etoposide was used as a reference inhibitor, and the anticancer activities of
the compounds were compared based on their IC5 o values. Additionally, the binding potentials of
the 13 novel and 30 as total synthesized compounds on hTopo Ilo were analyzed through in vitro
enzymatic assays.

To analyze the molecular-level binding properties and interactions of the compounds within
the enzyme-DNA complex, molecular docking studies were conducted using the crystal structure of
the hTopo Illo enzyme (PDB: 5GWK). Furthermore, the in silico ADMET properties of the
compounds were assessed to comprehensively analyze their pharmacokinetic profiles, bioavailability,
and toxicity predictions.

The results showed that benzimidazole derivatives exhibited higher anticancer activity
compared to benzoxazole derivatives. Notably, compound 2n demonstrated stronger anticancer
activity against HepG2 and A549 cell lines compared to etoposide, with values of 33.58 (£5.31) and
35.29 (£3.35), respectively, as well as high activity against hTopo Ilo enzyme (1.10 pg/L).
Additionally, compounds 2h and 2| showed remarkable anticancer activities against LNCaP, HepG2,
and A549 cells (11.84 (£3.48), 19.59 (£2.15), and 20.22 (£3.05) uM for 2h; 10.83 (£4.74), 15.58
(+5.25), and 14.48 (+4.28) uM for 2I.

Molecular docking studies revealed significant n-n and nt-cation interactions of the compounds
in DNA stabilization. ADMET analyses indicated that the majority of the compounds had favorable
pharmacokinetic profiles and complied with Lipinski's and Veber's rules. While compounds 3m and 3i
stood out with low toxicity profiles, compound 2d was identified as a candidate requiring careful
evaluation due to its high cardiotoxicity potential.

Keywords: Anticancer agents, benzimidazole, benzoxazole, molecular docking, hTopo Ila inhibition.
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ONSOZ

Kanser, diinya niifusunun yaslanmastyla birlikte insidansinin artmasi sonucu, giderek
daha ciddi bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. Bu nedenle, antikanser tedavilerde daha
az yan etkiye sahip, yliksek selektivite gosteren yeni ajanlarin tasarimi {izerine arastirmalar
hizla devam etmektedir. Doktora tez c¢alismasi kapsaminda, bazi yeni metil (2-
stibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksilat ve metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-
karboksilat tiirevlerinin sentezlenmesi ve yapilarinin aydinlatilmas: amaglanmistir. Buna ek
olarak, bu bilesiklerin ¢esitli kanser hiicre hatlarina kars: in vitro sitotoksik aktivitelerinin ve
hTopo Ila enzimi iizerindeki inhibisyon potansiyellerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.
Ayrica, bilesiklerin hTopo Ilo enzimi ile Ongoriilen etkilesimlerinin ve ADMET

ozelliklerinin in silico ortamda degerlendirilmesi planlanmustir.

Tez siirecim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana rehberlik eden, bilgi ve birikimlerini
paylasarak akademik gelisimime katkida bulunan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasétik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Ilkay YILDIZ a ve Trakya
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym Dr.

Ogr. Uyesi Serap YILMAZ OZGUVEN’e,
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Anabilim Dalr’nin degerli Ogretim Uyesi ve Merkez Laboratuvar Sorumlusu Sayin Prof. Dr.

A. Hakan GOKER’e,

Antikanser aktivite ¢aligmalarinin gergeklestirilmesinde sagladigi katkilar ve rehberlik
igin Isparta Siileyman Demirel Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dalr’nin kiymetli Ogretim Uyesi Saym Dog. Dr. Yalgin ERZURUMLU’ya,

Enzimatik inhibisyon ¢aligmalarinda gostermis oldugu 6zverili destek ve yardimlari
icin Trakya Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Farmasétik Biyoteknoloji Anabilim Dali’nin
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre gogalmasini ve bagisiklik sisteminden kagisini tetikleyebilen
bir dizi edinilmis genetik mutasyondan (El Tekle ve Garrett, 2023) ve sayisiz endojen veya
eksojen kanserojen ajanlar ile gesitli etiyolojik mekanizmalardan kaynaklanan ¢ok sayida
hastalik koleksiyonudur (Coleman ve Tsongalis, 2001). 21. yiizyilda biiyiik bir toplumsal,
halk saglig1 ve ekonomik sorun haline gelen bu hastalik, diinya genelinde neredeyse her alti
6limden birinin (%16,8) ve bulasici olmayan hastaliklardan kaynaklanan oliimlerin dortte

birinin (%22,8) sorumlusudur (Bray vd., 2024).

Diinya ¢apinda erken 6liimlerin tigte birine (%30,3) neden olan ve 30-69 yas grubunda
183 iilkenin 177’sinde 6lim nedenleri arasinda ilk ticte yer alan kanser (Bray vd., 2021)
yasam siiresini uzatmanin oniindeki énemli bir engel olmasinin yani sira, kanser tiirleri,
cografya ve cinsiyete gore degisen toplumsal ve makroekonomik maliyetlerle yakindan

iliskilidir (Chen vd., 2023).

Kanser hiicreleri, normal hiicre davranisini kontrol eden sinyallere uygun sekilde yanit
vermek yerine, kontrolsiiz bir sekilde biiyiir ve bdliiniir, normal doku ve organlara saldirir ve
nihayetinde viicut boyunca yayilir. Bu hiicrelerin sergiledigi genel biiylime kontroliiniin
kaybi, birden fazla hiicre diizenleyici sistemde biriken anormalliklerden kaynaklanir

(Cooper, 2019).

Son aragtirmalar, farkli kanser tiirlerinin hiicresel proliferasyonu kontrol eden ortak
molekiiler mekanizmalar1 paylastigini ortaya koymustur; bu mekanizmalar, hiicresel
proliferasyonu, gocii ve farklilasmayi pozitif ve negatif yonde diizenleyen genlerin kaybs,
mutasyonu veya disfonksiyonunu igerir. Belirli kanserlerin hastalik patogenezini ydneten
molekiiler mekanizmalarin tartisilmasinda, bu hastaliklarin diinya niifuslar1 arasinda
dagiliminin, hastaligin olusumunda rol oynayan spesifik risk faktorleri ve etiyolojik ajanlarin

dikkate alinmasinin 6nemi biiyiiktiir (Coleman ve Tsongalis, 2001).



1.2. DNA’nin Topolojik Yapisi, DNA Topoizomerazlari, Simflandirilmalar: ve

Fonksiyonlar:

Yasamin temel molekiillerinden biri olan DNA, organizmanin biitiinliigliniin
korunmasi agisindan son derece Onemlidir. Cift sarmalli yapida olan bu molekiile dair
potansiyel topolojik sorunlar, yapisiin 1953°te ilk kez James Watson, Francis Crick ve
Rosalind Franklin tarafindan aydinlatilmasindan kisa bir siire sonra fark edilmistir (\Watson

ve Crick, 1953a, 1953b).

Cift sarmal icindeki topolojik degisiklikler (DNA siiper sarilimlar, dolanmalar ve
diigiimlenmeler), genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasi, ifade edilmesi ve tiim canl
sistemlerde yeniden birlesme siireclerini dnemli dl¢iide etkiler (Ketron ve Osheroff, 2014).
Bu durumlar genellikle ¢ift sarmalin zincirlerinin ayrildig replikasyon ve transkripsiyon ve
ayrica kromozom ayrilmasi ve rekombinasyon gibi ¢esitli metabolik siirecler sirasinda ortaya
cikabilmektedir. Bilindigi gibi, replikasyon siirecinde DNA c¢ift sarmalinin iki zinciri, yeni
zincirlerin sentezine olanak saglamak i¢in ayrilir. Zincirlerin ayrilmasi, replikasyon catalinin
oniinde pozitif stiper sarmallarin ve arkasinda yeni sentezlenen yavru zincirlerin birbirine
dolanarak prekatenanlarin olusmasina yol agar. Latince ‘catena (zincir)’ anlamina gelen bu
yapilar, zincirdeki iki halka gibi birbirine ge¢mis, ayrilabilmeleri i¢in kovalent bir bagin
kirllmast gereken iki kenetlenmis dongii olarak tanimlanabilir (Moerdyk ve Bielawski,
2012). Prekatenan olusumu sirasinda, ilerleyen protein komplekslerinin oniinde pozitif
siipersarmallar ve arkasinda negatif siipersarmallar olusur. Bu yapilar replikasyon
tamamlanmadan Once ¢oziilmezse, katenali DNA molekiilleri meydana gelir (Bates ve
Maxwell, 2005; Liu ve Wang, 1987; Postow vd., 2001). Replikasyon ¢atalinin ilerlemesi ve
yavru zincirlerin birbirinden ayrilmamasi sonucu genomun bdliinmesi engellenir ve boylece
hiicre boliinmesi siireci baskilanmis olur (Racko vd., 2018). Hemikatenan yapilarinin
olusumu da replikasyon siirecinin muhtemel bir sonucudur, bu durumda replike edilen ¢ift
sarmallarin ana zincirleri baz eslesmesiyle birbirine bagli kalir. DNA diiglimlenmesi de
DNA replikasyonunun bir yan iiriinii olarak bir DNA molekiiliiniin kendi i¢inde baglanmasi
sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Transkripsiyon siirecinde goriilen topolojik degisiklikler
replikasyona benzer olarak, transkripsiyon kompleksinin 6niinde pozitif siiper sarmallar ve

arkasinda negatif siiper sarmallar olusmasiyla ortaya ¢ikar (Sekil 1.1) (McKie vd., 2021).

Asint torsiyon gerilmesi sonucu ilk olarak helikal biikiilme degisir, ardindan DNA

veya RNA'nin tamami kendi etrafinda donerek alternatif plektonemik yapilarla gegis



segmentleri ve dolanmalar olusturur (Pommier vd., 2022). Hiicre bdliinmesi ve canliligt
saglanmasi igin, bu topolojik degisikliklerin ¢6ziilmesi, DNA metabolizmasinin devam
etmesi, hiicrenin DNA'y1 verimli bir sekilde kopyalamasi, transkripsiyon yapmasi ve genomu
bolmesi gerekir. Sonug olarak bu topolojik streslerin yonetilmesi, DNA replikasyonu ve
transkripsiyon siireglerinin sorunsuz ilerlemesini ve genetik materyalin hiicre boliinmesi
sirasinda yavru hiicrelere dogru sekilde dagitilmasini saglar. Tiim bunlarin yaninda DNA
topolojisinin yararli yonlerinden de bahsetmek miimkiindiir. Buna 6rnek olarak plazmid
replikasyonu (Schvartzman ve Stasiak, 2004) ve Escherichia coli genomunun sikigsmasi
negatif stiper sarmal ile saglanir (Woldringh vd., 1995). DNA topolojisini kontrol etmede bu
hayati rolleri tistlenen temel proteinlere DNA topoizomerazlar: (Topo’lar) denir (McKie vd.,
2021).

i. Replikasyon
é)".P
—>
PP L \ g %
T SN A V- it SR
SRt g, % N
g% s :
g 8 s R: §
> b m
Prekatenanlar Pozitif Negatif Pozitif
stiper sarmallar stiper sarmallar stiper sarmallar

Sekil 1.1. DNA metabolizmasinin topolojik etkileri

Topo’larin ortak o6zelligi, Topo’nun aktif bolgesinde yer alan tirozin rezidiisiiniin
DNA omurgasini kesip yeniden birlestirmesidir. Bu islem, bir niikleotidin fosfat esteri ile
TOP enzimine ait aktif tirozin rezidiisiiniin alkoksi grubu ile yer degistirdigi kimyasal bir
reaksiyon olan transesterifikasyon yoluyla gerceklestirilir (Pommier vd., 2016). Boylece,
DNA’ya kovalent baglh bir fosfotirozil baglantisi olan DNA-Topo kesme kompleksi olarak
bilinen (TOP cleavage complex, Topocc) ara iriinii olusur (Bates ve Maxwell, 2005;
Pommier vd., 2022). Hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda yer alan Topo’lar, DNA
iizerinde tek zincirli veya ¢ift zincirli gegici kiriklar olusumunu ve yeniden baglanmasini
katalize etme Ozelliklerine gore sirasiyla Tip I ve Tip Il Topo’lar olarak siniflandirilir (Bates
ve Maxwell, 2005; Bush vd., 2015; Champoux, 2001).



1.2.1. insanlarda Bulunan Topo Enzimleri

Insanlarda iki adet Tip IA (Topo Illa ve Topo HIB), iki adet Tip 1B (Topo | ve
mitokondriyal Topo | (Topo Imt)) ve iki adet Tip I1A (Topo lla ve Topo 1) olmak {izere
toplam alt1 adet Topo enzimi bulunur. Bu enzimler ve bunlara ait onarim enzimleri olan
tirozil-DNA fosfodiesterazlar (TDP'ler; TDP1 ve TDP2) hem niikleusta hem de
mitokondride yer alir (Pommier vd., 2022; Pommier vd., 2016). Sitoplazmik RNA'lar Topo
1B ve TDP2 enzimleri tarafindan islenir (Saha vd., 2020).

Insan Topo enzimleri gesitli biyokimyasal farkliliklar gosterir. Bu &zelliklerden ilki
polaritedir; DNA iizerinde 3'-fosfat veya 5'-fosfata kovalent tirozin bagi olusturabilirler. Bir
digeri substrat oOzgiilliigiidiir; bu, enzimlerin ¢ift veya tek zincirli DNA veya RNA
omurgasini keserek etkilerini géstermesi anlamina gelir. Bir bagka 6zellik ise niikleik asit
gevseme mekanizmalaridir; burada DNA sarmal rotasyonu ve gegis noktasi inversiyonu gibi
mekanizmalardan s6z edilebilir. Son olarak, kofaktdr gereksinimleri arasinda farkliliklar
goriiliir; bazi enzimler ATP ve/veya Mg?" bagimli olarak ¢alisirken, bazilar1 bu

kofaktorlerden birine veya ikisine de ihtiyag duymadan ¢alisir (Pommier vd., 2022).

Tip IB Topo’lar (Topo | ve Topo Imt), yalnizca ¢ift sarmalli DNA'nin bir ipliginde
kiriklar olusturarak 3'-fosfotirozin bagi (3> DNA-protein ¢apraz baglari (DPC'ler)) meydana
getirir. Bu durum onlar1 prokaryotik Tyr rekombinaz enzimleriyle iliskilendirir (Champoux,
2001; W. Yang, 2010). Bdylece kofaktdre ihtiyag duymadan DNA’ya ait pozitif (Sc*) ve
negatif (Sc’) stiper sarmallar1 gevsetir (Pommier vd., 2022; Seol vd., 2013; Stewart vd.,
1998).

1.2.1.1. Tip 1A Topo’lar

Niikleus, niikleoplazma ve mitokondride yer alan Tip IIA Topo’lar (Topo lla ve Topo
11B), ATP/Mg*" bagimli olarak hem DNA'da olusan siiper sarmallara hem de katenanlara ve
diigiimlere etki ederler. Cift sarmalli DNA'nin her iki zincirinde de 4-baz ¢ifti aralikli kiriklar
olustururlar. DNA'nin 5'-u¢larina katalitik tirozin (Tyr) kovalent olarak baglanarak Topo II-
DNA kirilma kompleksi (Topo II-DNA cleavage complex, Topo llcc) adi verilen 6nemli bir
ara Urlin olustururlar. Bu sayede DNA'min ¢apraz gecis noktalarinda birbirine dolanan
boliimleri ¢ozerler ve DNA kiriklarmin sorunsuz bir sekilde yeniden baglanmasini

saglayarak topolojisini yeniden diizenlerler (Pommier vd., 2022; Uuskiila-Reimand ve



Wilson, 2022). Ayrica, Topo lla ve Topo 1B enzimleri, dimere ait yalnizca bir proteininin
DNA'da kesikler olusturdugu durumda tek sarmalli kiriklar da meydana getirebilirler
(Pommier vd., 2016).

Sekil 1.2°de gosterilen tip 1A enzimleri 6nemli yapisal ve islevsel alanlar igerir. ATP
baglanma ve hidrolizi isleminin gerceklestirildigi N-terminal alan, Topo II’nin
konformasyonel degisiklikleri i¢in gereklidir. Merkezde yer alan sari renk ile ifade edilen
DNA baglanma ve kirilma alam1 (DNA kapist), Topo Il ve DNA cift zincir kiriklarinin
5’uglar1 arasinda kovalent komplekslerin olusturulmasi igin gereken aktif tirozin (Tyr)
bolgesini igerir (Berger vd., 1996; Nitiss, 2009). TOPRIM bolgesinde yer alan kirmizi
renkteki rezidiiler Mg?" ile selat yapan bolgeleri ifade eder. Karboksil-terminal alanlar1 (C-
terminal Domainleri, CTD'ler), evrimsel ¢esitliligin en biiyiik dl¢iide gozlendigi bolgedir.
CTD’ler, niikleusa ait lokalizasyon motiflerini igerir ve Topo II'nin katalitik aktivitesini,
protein-protein etkilesimlerini ve DNA baglanma 6zelliklerini diizenleyen genis kapsamli
post-translasyonel modifikasyonlarin gergeklestigi bolgelerdir. NLS (Niikleer Lokalizasyon
Sinyali) bir proteinin gekirdege tasinmasi igin gerekli olan kisa amino asit dizisidir. Gri renk
ile gosterilmis alanlar i¢in yapisal veriler mevcut degildir. (Uuskiila-Reimand ve Wilson,
2022). Tip HA Topo’larin genel isleyis mekanizmalar1 (Sekil 1.3), kapt segmenti (G-
segmenti) olarak adlandirilan DNA kapisinda yer alan bir DNA ¢ift sarmalinin baglanmasi
ile baglar. Tagima segmenti (T-segmenti) olarak adlandirilan bir diger ¢ift sarmal, ATP ile
islevini gosteren kiskag (N-kapisi) tarafindan yakalanir (1). (2) ATP baglanmasi ile N-kapisi
dimerlesir, G-segmentinde gegici bir kirik olusturulmasinin ardindan, T segmenti bu kirigin
iginden gegirilerek enzimin C-kapisindan serbest birakilir (2) ve DNA’da kirilan G-segmenti
yeniden birlestirilir ve T-segmenti C-kapisindan ¢ikar (3). Son olarak, ADP ve fosfatin (Pi)
ayrilmasi ile bagka bir zincir gecisi veya DNA'dan salinimi saglama amaciyla N-kapisi

yeniden acilir (McKie vd., 2021).
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Sekil 1.2. insan Tip 1A enzimlerinin protein alanlar

Topo lla ve Topo lI enzimleri, birden fazla katlanmig protein alanina sahip
homodimerik enzimlerdir. Ancak aralarinda yapisal ve islevsel bazi temel farkliliklar
bulunmaktadir (Hoang vd., 2020; Pommier vd., 2016). Bunlardan ilki, hiicre dongiisii
diizenlemelerinde goriilmektedir. Topo lla, S fazi boyunca artar, mitozun sonunda
parcalanarak enzim konsantrasyonunda hizli bir azalma gorilir (Lee ve Wang, 2019;
Woessner vd., 1991). Ayrica, Topo llo pozitif siiper sarmallari (Sc*) gevsetirken Topo
[1B'nin hem pozitif hem de negatif siiper sarmallar tizerine etkilidir (McClendon vd., 2005;
Vann vd., 2021).
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Sekil 1.3. Tip I1A Topo’larin zincir gegis mekanizmasi



Son olarak, her iki enzimin CTD’lerine ait polipeptit dizilerinde farkliliklar ortaya
konulmustur (Sekil 1.2). Yapilan proteomik ¢alismalar, CTD’lerde birgok post-translasyonel
modifikasyonun varligi1 dogrulamaktadir, fakat bunlarn ¢ogu heniiz bir islevle
iliskilendirilmemistir. Ornegin, Topo Ilo. ve Topo I1B'nin CTD’leri, DNA ile etkilesimlerine
ve iplik gecisi aktivitelerine katkida bulunur, dekatenasyon kontrol noktasinin
diizenlenmesinde rol alir ve Topo lla ve Topo IIB'nm ilag duyarliligini etkiler. Ayrica, Topo
llo'nin C-terminal bolgesinde bulunup, Topo lIf'da bulunmayan kromatin baglayict (ChT),
alan enzimin kromozomlarla etkilesimleri ve mitotik sentromerlere yerlesimini tesvik eder.
Topo llo ve Topo HIB'nin C-terminal domainlerinin farkli yapist ve islevinin arastirilmast,

ilag gelistirme ¢alismalari i¢in yeni firsatlar sunmaktadir (Zhang vd., 2020).

1.2.1.1.1. Kanser Tedavisinde Kritik Hedefler Olarak Tip I1A Topo’lar

Insanlarda Tip II Topo’lar Topo Ila ve Topo 1B olmak iizere iki izoformda bulunur
(Shu vd., 2024). Her iki izoform da ayr1 genler tarafindan kodlanmalarina ragmen amino asit
dizisi acisindan yaklasik %70 oraninda benzerlik gosterirler. Ancak islevsel olarak farkli
ozelliklere sahiptirler. Topo lla, hiicre dongiisiiniin S ve M fazlarinda ifade edilir ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi ile mitoz sirasinda DNA replikasyonu ve kromozom ayrilmasinda
kritik bir rol oynar (Grue vd., 1998; Kimura vd., 1994; Wang, 1996; Woessner vd., 1991).
Topo IIf ise hiicre dongiisinden bagimsiz olup, hiicre transkripsiyon ve farklilagsma
stireglerinde daha ¢ok yer alir (Chen ve Beck, 1995; Kimura vd., 1994; Woessner vd., 1991;
Yang vd., 2000). Ancak, onkojenik transkripsiyon faktorleri tarafindan sikga aktive edilir ve
kanser hiicrelerinin proliferatif bir transkriptoma sahip olmasina katkida bulunur (Haffner

vd., 2010; Ju vd., 2006; Lin vd., 2009).

Yukarida belirtildigi gibi, insan Topo lla ve Topo IIB enzimlerini hedef alan bazi
kanser tedavileri, kardiyotoksisite ve ikincil malignite gibi ciddi ve hayati tehdit eden yan
etkilere neden olabilir. Topo I1B'nin bu istenmeyen toksik etkilerde rol oynayabilecegine dair
kanitlar da mevcuttur. Bu nedenle, terap6tik bir perspektiften bakildiginda, antikanser ajanlar
icin Topo lla'min Topo IIf'ya kiyasla daha uygun bir hedef oldugu diisiiniilmektedir.
Izoformlar arasindaki farkliliklar1 belirlemek, secici inhibitdrlerin gelistirilmesine yardimeci

olabilir. (Cowell ve Austin, 2012; Cowell vd., 2012; Lyu vd., 2007).



1.2.1.1.2. Topo |1 inhibitérleri

Topo lla ve Topo HIB enzimleri, genis capta recete edilen kanser ilaglarinin hedef
biyomolekiilleridir. Bunlar; klinikte 16semi, lenfoma, sarkoma, noroblastoma, germ hiicreli
tiimorler, meme, akciger, mide, kemik ve mesane kanserleri de dahil olmak {izere solid

timorler ve hematolojik malignitelerde rutin olarak kullanilmaktadir (Vann vd., 2021).

Topo II’lere yonelik kemoterapotik tedavi Topo Il zehirleri ve katalitik inhibitorler
olmak iizere iki ana baslikta toplanir. Bu bilesikler, Topo IlI'nin katalitik dongiisiinii farklt
mekanizmalarla engelleyerek, hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinde torsiyonel stres birikimine,
DNA hasar yanitt (DNA Damage Response, DDR) yollarinin tetiklenmesine ve apoptoza yol
acarlar (Delgado vd., 2018; Nitiss, 2009; Pommier vd., 2010).

1.2.1.1.2.1. Topo Il Zehirleri

Topo |1 zehirleri klinikte en yaygin kullanilan antikanser ajanlar arasindadir. Cizelge
1.1°de su anda piyasada bulunan ve kanser kemoterapisinde kullanilan Topo Il zehirlerine
yer verilmistir (Government of Canada, 2024; EMA, 2024; FDA, 2024). Antikanser terapide
kullanilan ilk Topo Il inhibitdrleri antrasiklinlerdir. ilk olarak bakteriyel Streptomyces
tiirlerinden elde edilmis ve antibiyotik ve antitiimor aktiviteye sahip olduklar1 ortaya konmus
olan antrasiklin tiirevleri (Oki, 1984) doksorubisin, daunorubisin, valrubisin, idarubisin ve
epirubisin (Sekil 1.4) giiglii interkalasyon aktiviteleri sayesinde DNA baz ¢iftleri arasina
girerler. Seker gruplarindan biri veya daha fazlasi DNA'nin mindr oluguna oturarak
molekiilii sabitler. DNA topolojik olarak kisitlandiginda, araya giren bu molekiiller iplik
ayrilmasma yol acar, ¢ift sarmali ¢ézer ve DNA siiper sarmallarin1 olusturur, bu da
torsiyonel stresin artmasmna neden olur. Okaryotlarin lineer genomlari, CCCTC-baglama
faktoriic (CTCF) gibi izolator baglayici proteinler tarafindan bagimsiz topolojik alanlara
ayrilir ve boylece her alan topolojik olarak kisitlanmig olur (Dixon vd., 2012; Yang vd.,
2014). Ayrica, DNA'y1 ve diger hiicresel makromolekiillere zarar vererek hiicre dliimiine yol
acabilen serbest radikaller olustururlar (Kim vd., 2006). Antrasiklinler, doz bagimli bir
sekilde akut ve kronik kalp komplikasyonlariyla sonuglanan kardiyotoksik etkilere neden
olurlar. Bu konuda 6nerilen bir mekanizma antrasiklinlerin kalp kasi1 hiicrelerinde stiperoksit
anyonlar1 ve hidrojen peroksit liretmesi, bu durumun oksidatif strese ve nihayetinde apoptoza

yol agmasi seklindedir Bunun yaninda, bu gruptaki bilesikler kalp hiicrelerinde kalsiyum ve



demir seviyelerini bozarak daha fazla serbest radikal olusumuna da neden olurlar (Menna
vd., 2008).

Doksorubisin idarubisin

Epirubisin Valrubisin

Daunorubisin

Sekil 1.4. Klinikte kullanilan antrasiklin tiirevi Topo inhibitorleri
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Cizelge 1.1. Piyasada bulunan ve kanser kemoterapisinde kullanilan Topo inhibitorleri

Ilag Smif Onay Hedef | Endikasyon®

Doksorubisin | Antrasiklin 07/08/1974 Tip Il | Diger kemoterapi ajanlariyla birlikte, meme kanseri; akut lenfoblastik/miyeloblastik 16semi; lenfoma,
(ABD) Zehri metastatik ndroblastom, Wilms tiimérii, yumusak doku ve kemik sarkomlari; metastatik over,

mesane, tiroid, mide ve bronkojenik karsinom tedavisinde kullanilir.

Epirubisin Antrasiklin 15/09/1999 Tip Il | Aksiller lenf nodu tutulumu olan meme kanserinde diger kemoterapi ajanlariyla kombinasyon
(ABD) Zehri halinde kullanilir.

Valrubisin Antrasiklin 25/09/1998 Tip 1l | Bacillus Calmette-Guérin (BCG) asis1 tedavisine direngli mesane kanseri olan ve sistektomi i¢in aday
(ABD) Zehri olmayan hastalarda intravezikal uygulamalarda kullanilir.

Daunorubisin | Antrasiklin 19/12/1979 Tip 1l | Diger kemoterapi ajanlariyla kombinasyon halinde, yetiskinlerde akut myeloid, monositik ve eritroid
(ABD) Zehri lenfositik 16semilerde; ¢ocuklarda ise akut lenfoblastik 16semide kullanilir.

Idarubusin Antrasiklin 27/09/1990 Tip 1l | Diger ajanlarla kombinasyon halinde, Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) M1-M7 smiflamalari dahil
(ABD) Zehri akut myeloid 16semi (AML) olan yetiskinlerin tedavisinde kullanilir.

Mitoksantron | Antrakinon 23/12/1987 Tip 1 | Sekonder (kronik) multipl sklerozda; ileri evre hormon direngli prostat kanserine bagli agriyt
(ABD) Zehri tedavisinde; akut lenfoblastik anemi tedavisinde diger ajanlarla birlikte kullanilir.

Piksantron Antrakinon 16/02/2012 Tip 1l | Yetiskin hastalarda ¢oklu niiks etmis veya direngli agresif Non-Hodgkin B-hiicreli lenfomalarin
(Avrupa) Zehri tedavisinde kullanilir.

Etoposid Epipodofilotoksin | 10/11/1983 Tip 1l | Diger kemoterapi ajanlartyla kombine halde tedavi edilmesi zor testis tlimorleri igin; kiigiik hiicreli
(ABD) Zehri akciger kanseri icin ilk basamak tedavi olarak sisplatin ile kombinasyon halinde kullanilir.

Teniposid Epipodofilotoksin | 14/07/1992 Tip 1l | Tedaviye direngli gocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semi hastalarinda kullanilir.
(ABD) Zehri

Amsakrin Cesitli 31/12/1983 Tip Il | Konvansiyonel tedavilere direngli akut yetigkin 16semisinde kullanilir.
(Kanada) Zehri

21lag endikasyonlari, onaylayan iilkenin ilag diizenleyici kurumlarina ait internet sitelerinden almmistir (Government of Canada, 2024; EMA, 2024; FDA, 2024).




Epipodofilotoksinler mayapple bitkisinden (wild mandrake), Podophyllum
peltatum'dan elde edilen dogal maddelerdir (Yu vd., 2017, Zhang vd., 2018).
Epipodofilotoksin tiirevi olan ilaglar etoposid ve teniposid 1980'lerin bagindan beri klinik
kullanima sahiptir. Etoposid (Sekil 1.5) dogrudan Topo Il enzimine baglanarak Etoposid-
Topo I1-DNA (veya Etoposid-Topo llce) iiglii komplekslerini olusturur. Bu sekilde, etoposid
ile zehirlenmis Topo llcc'ler, Topo’lart DNA'min 5° uglarinda hapsederek, Topo kaynakli
kirilan DNA zincirlerinin tekrar birlesmesini (religasyonunu) engeller. DNA uglar tuzaga
diismiis Topo’larla islenir ve bu durum, DDR ve onarim yollarini aktive eder. Sonug olarak,
proteinden arindirilmis ¢ift sarmalli kiriklarin birikmesine neden olur ve eger tekrar
birlestirilmezse, sitotoksik yanita neden olur ve Topo llcc 26S proteazom tarafindan yok
edilir (Nitiss, 2009; Pommier vd., 2010). Terapotik olarak kullanilan Topo Il zehirleri hem
Topo lla hem de Topo IIf ile etkilesime girer. Segici olmayan bu etki mekanizmasi,
hastalarda ikincil malignite ve kardiyotoksisite gibi ciddi yan etkilerin ortaya ¢ikmasina
neden olur (Bjornsti ve Kaufmann, 2019; Murphy vd., 2017; Nitiss, 2009; Renu vd., 2018;
Zhang vd., 2012). Ayrica, Topo IlI'nin yikimi, kanser hiicrelerindeki sitotoksik Topo llcc
seviyelerinde diisiise neden olarak antikanser ilaglara karsi direng gelisimine de yol
acabilmektedir (Lee vd., 2016; Van Ravenstein vd., 2022). Etoposid, direngli testis
timorlerinde kemoterapi rejiminde ve kiiglik hiicreli akciger kanseri tedavisinde
siklofosfamid ile kombine halde kullanilir. Teniposid (Sekil 1.5) de diger Topo zehirleri gibi
islev gorerek DNA’da iplik kirllmalarina neden olur. Klinikte teniposid direngli ¢ocukluk
donemi akut lenfoblastik 16semi hastalarinda ¢oklu tedavi protokoliinde yer alir (Hevener

vd., 2018).

Etoposid Teniposid

Sekil 1.5. Klinikte yer alan epipodofilotoksin tiirevi Topo Il enzim inhibitorleri

Kimyasal sinifinda tek onayli ilag olan amsakrin (m-AMSA, Sekil 1.6), diiz bir akridin

halka sistemine sahip sentetik bir ajandir. Digerleri gibi Topo II’leri hedefleyen bir Topo
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zehri olarak islev goriir. Amsakrin, 6karyotik Topo Il'yi hedefleyen ilk ilag olarak bilinir.
[lacin DNA'ya interkalasyon yapmasim saglayan akridin halkas1, ilacin etkinligini artirirken,
4’-amino-metan-siilfon-m-anisidid (m-AMSA) baslik grubu DNA-Topo kesme kompleksine
ozgiillik kazandirir. Amsakrin, Kanada'da konvansiyonel tedaviye direngli akut 16semi
hastalarinda remisyonda indiiksiyon saglamak tizere onaylanmistir (Jehn ve Heinemann,

1991; Ketron vd., 2012; Nelson vd., 1984).

Amsakrin

Sekil 1.6. Topo Il inhibitdrii amsakrin bilesiginin kimyasal yapisi
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Sekil 1.7. Klinikte yer alan antrakinon sinifi Topo II zehirleri

Antrakinonlar, antrasiklin tiirevi ajanlar temelinde tasarlanmis sentetik bilesiklerdir.
Bu gruptaki ajanlar Topo zehirleri olup 6zellikle Topo II’leri etkilerler. Genellikle daha az
yan etki ve toksisite profiline sahiptirler. Mitoksantron ve piksantron (Sekil 1.7) antrasiklin
tirevi ilaclar sinifinda yer alirlar. Kan-beyin bariyerini gecebilen mitoksantron otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde ve 16semi i¢in sekonder tedavide kullanima sahiptir (Hevener vd.,
2018; Pommier vd., 2022). Mitoksantron, Topo enzimi bagli DNA'ya interkalasyon yaparak
DNA’nin religasyonunu engeller. Sonug olarak DNA ipliginde kirilmalara DNA onariminin
bozulmasina neden olur. Piksantron, non-Hodgkin B-hiicreli lenfoma tedavisinde

onaylanmig bir aza-antrasendion yapisina sahip bir bilesik olup, mitoksantron gibi DNA'ya
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interkalasyon yaparak sitotoksik etkilerini gdsterir, ayrica mitoz ve kromozomlarin
segregasyonunda hatalara neden olarak uzun vadeli hiicre hasarina ve hiicre 6limiine yol

acar (Hevener vd., 2018).
1.2.1.1.2.2. Topo Il Katalitik Inhibitérleri

Topo Il zehirlerinin neden oldugu kardiyotoksisite ve ikincil malignitelerin ortaya
¢ikmasi ve bildirilen ilag direngleri, yeni ajanlarin gelistirilmesine 11k tutmus ve Topo Il
katalitik inhibitorleri kesfedilmistir. Bu grup bilesikler, Topo II’nin katalitik adimlarin
bozarak enzimatik aktivitesini azaltir ve Topo Il zehirlerinden farkli biyokimyasal ve
hiicresel etkilere neden olurlar (Pommier, 2013; Pommier vd., 2010). Ornegin, tiyobarbitiirik
asit tiirevi bir bilesik olan merbaron (Sekil 1.8B), Topo II- DNA kompleksindeki substrat
DNA sarmalinin kesilmesini engelleyerek enzimin katalitik aktivitesini belirgin sekilde
azaltir (Fortune ve Osheroff, 1998; Uuskiila-Reimand ve Wilson, 2022). ICRF-193 ve ICRF-
187 bilesikleri (Sekil 1.8 B) ise Topo Il enzimine ait katalitik dongiide ATP hidroliz adimini
inhibe eder. Boylece, bu bilesikler, Topo II’yi DNA iizerinde kapali klamp iginde tuzaga
diisiiriir ve hem enzimin salinimini hem de yeniden olusumunu engellerler (Morris vd., 2000;

Roca vd., 1994).

& Etoposid Piridostatin
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Sekil 1.8. Topo Il zehirlerine ve Topo Il katalitik inhibitérlerine ait etki mekanizmalari
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1.2.1.1.2.3. Klinik Calismalarda Olan Topo inhibitorleri

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI), yeni bir non-kamptotesin
tip | Topo inhibitorleri sinifina ait olan indenoizokinolinlerin (LMP400 and LMP776)
neoplazm lenfomasi tedavisinde etkilerini incelemek tizere faz 1 klinik ¢aligmalarim1 (NCT-
01794104, NCT01051635) yirutmiistiir (ClinicalTrials.gov, 2024) (Sekil 1.9).

O O— (0] O—
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O/\\ \/\/ 0O N=\ ')
N N
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Indotecan (LMP400) Indimitecan (LMP776)

Sekil 1.9. indenoizokinolinlerin kimyasal yapisi

[rinotekan ve topotekana gore daha yiiksek antitimor etkinlik ve daha iyi bir
farmakokinetik profile sahip (Beretta vd., 2012; Meco vd., 2012) olan namitecan (ST1968)
Topo | inhibitorii olarak Sigma-Tau Pharmaceuticals sponsorlugunda solid tiimorlerin
tedavisi igin faz I klinik ¢aligmalar1 (NCT01748019) yiirttiilmistiir. Yapilan farmakinetik
calismalar bilesigin kisa yari 0mriine bagli hem metabolit iiretiminin hem de birikimin
olmadigin1 ortaya koymustur. Elde edilen sonuglara gore namitecan mesane ve
endometriyum kanserlerinde basarili antitim6r aktivite gostermistir (Joerger, Hess,
Delmonte, Gallerani, Barbieri, vd., 2015; Joerger, Hess, Delmonte, Gallerani, Fasolo, vd.,
2015) (Sekil 1.10).

Sekil 1.10. Namitecan bilesiginin kimyasal yapis1
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Kinolon tiirevi bir bilesik olan Voreloxin (SNS-595; Vosaroxin; AG 7352)’in cesitli
kanserler iizerine olan aktiviteleri halen klinik c¢alismalarda incelenmektedir
(ClinicalTrials.gov, 2024; Pommier vd., 2022) (Sekil 1.11).

- N_S
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Sekil 1.11. Voreloxin bilesiginin kimyasal yapis1

Yumusak doku sarkomlarinin tedavisinde primer ajan olarak kullanilan doksorubisinin
on ila¢ formu aldoksorubisindir. Aldoksorubisin, igerdigi karboksilik hidrazin yapisi
sayesinde kanda alblimine kovalent baglarla baglanarak asidik tlimor ortamina ulasir. Bu
ortamda hidrazon bagi agilarak doksorubisini dokuya salar (Kohli vd., 2014). CytRx
tarafindan sponsor olunan bir faz 3 c¢alismasi (NCT-02049905), aldoksorubisinin yumusak
doku sarkomalarinin tedavisindeki etkinligini degerlendirmistir. Elde edilen on verilere gore,
aldoksorubisin ile tedavi edilen leyomiyosarkom ve liposarkom tanili hastalarda

progresyonsuz sagkalim (PFS) avantaji gortilmiistiir (Sachdev vd., 2017) (Sekil 1.12).

Sekil 1.12. Aldoksorubisin bilesiginin yapist

Klinik ¢alismalar altinda etkinligi degerlendirilen dikkate deger Topo inhibitorleri
arasinda kamptotesin tiirevi silatecan yer alir (Sekil 1.13). Bu bilesik, klinik asamalara
ulagsmis yapisinda silisyum igeren tek Topo | inhibitériidiir (Chen vd., 2005; Lazareva vd.,
2018). Gliosarkom tedavisinde kullanimi i¢in Arno Therapeutics tarafindan kayit altina
almmus bir faz 2 ¢aligmasi bulunmaktadir (NCT-01124539). Dogal kaynakli rebeccamycin
analoglar1 olan becatekarin ve edotecarin, seker grubuna bagl bir indolokarbazol halka

sistemi igerir. Hem Topo | hem de Topo Il zehirleri olarak iglev goren bu bilesikler faz 2
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klinik denemelere kadar ilerlemistir (Sekil 1.13) (Prudhomme, 2000; Schwandt vd., 2012;
Tolcher vd., 2001).

Silatecan (AR67) Becatecarin (BMS181176) Edotecarin (ED749)
Sekil 1.13. Silatecan (AR67), becatecarin (BMS118176) ve Edotecarin (ED749) yapilari

Son yillarda iki klastojenik G4 ligandi olan piridostatin (RR82, PDS) ve CX-5461
(Pidnarulex) (Sekil 1.14)’in DNA kiriklarinin indiiksiyonunun Topo Il zehirlerine benzer
mekanizma ile olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu G4 ligandlar1 Topo II’yi tuzaga diisiirerek 4
iplikli G-dértliisiinii ve R-loop DNA’ min ikincil yapilarmi stabilize edebilirler. Ozellikle
genomun yiiksek transkribe edilen guaninden zengin bolgelerinde DNA ¢ift sarmal
kiriklarini ve sitotoksisiteyi indiikleyebilirler (Sekil 1.8 A) (Bossaert vd., 2021; Bruno vd.,
2020; Olivieri vd., 2020). Geleneksel Topo Il zehirlerine kiyasla G4 ligandlar1 Topo lla ve
Topo 1B enzimlerini hedef almaz; PDS Topo llo zehirlenmesi yoluyla sitotoksik ve DNA
hasar verici etkilerini gosterirken, CX-5461 Topo IIp 'y1 hedef alir (Bossaert vd., 2021; Pan
vd., 2021). Halen klinik galisma asamasinda olan PDS ve CX-5461"1n aktiviteleri meme,
yumurtalik, pankreas ve prostat kanserlerinin tedavisi ig¢in  arastirilmaktadir

(ClinicalTrials.gov, 2024).
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Sekil 1.14. CX-5461 ve piridostatin yapilar
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Giliniimiizdeki aragtirmalarin 6énemli bir hedefi, yeni ve daha spesifik kemoterapotik
ajanlarin gelistirilmesi ve Ozellikle en agresif tiimorler igin yeni biyolojik hedeflerin
belirlenmesidir. Ancak, bugiine kadar ¢ok az sayida secici inhibitor gelistirilmistir (Murphy
vd., 2017; Toyoda vd., 2008). Bununla birlikte, Topo Il alanindaki arastirmalar hala olanca
hiziyla devam etmektedir. NK314, Topo lla iizerinde Topo 1If’ye gore segicilik gosteren
bilinen ilk ajandir. Bu bilesik, Topo Il araciligiyla cift sarmalli kiriklar1 indiikler, ancak
etkisinin ve Topo lla segiciliginin tam mekanizmasi heniiz anlagilamamigtir. NK314 (Sekil
1.15) klinik olarak onaylanmis ajanlarla test edilmekte olsa da bu yaklagimlarin hi¢biri heniiz

klinik agamaya ulasmamistir (Macieja vd., 2019).

Sekil 1.15. NK314 bilesiginin yapist

Preklinik calismalarda, cesitli halka sistemlerine sahip Topo inhibitérleri iizerinde
arastirmalar devam etmektedir. Hao ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen ve yeni 2-
fenilnaftalen yapisi igeren bir grup bilesik {izerine yapilan bir yapi-aktivite iliskisi ¢aligmasi
da yeni Topo Il inhibitérlerinin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir diger ¢alisma olarak
kabul edilmektedir. Bu serideki oncii bilesikler, meme, karaciger ve prostat kanseri hiicre
hatlarinda submikromolar diizeyde sitotoksisite degerleri gostermistir (Hao vd., 2015).
Ayrica son donemde, Topo II’nin katalitik inhibitorleri olarak gérev yapan ve Topo lIf’ya
kiyasla Topo Illa’ya karst 100 kat daha fazla segicilik gosteren yeni bir 6-amino-
tetrahidrokinazolin bilesikleri sinifi kesfedilmistir. Bu bilesiklerin, o&zellikle G-361
melanoma hiicreleri olmak {izere c¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, 6nci bilesik olan bilesik 14 (ARN-21934)in in
Vivo ¢alismalarda uygun farmakokinetik profile sahip oldugu rapor edilmistir. Elde edilen
sonuglar, ARN-21934'tin Topo Il zehirlenmesi ile iliskili ikincil l6semilerin gelisimini
engelleyebilecek Topo Il enzimi iizerine hedeflenen yeni terapotik ajanlar gelistirmek icin
devam eden optimizasyon c¢aligmalart i¢in uygun oldugunu gostermektedir (Ortega vd.,

2020).
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1.2.1.1.2.4. Dogal Kaynakh Topo Enzim Inhibitorleri

Insanlik tarihi boyunca doga, cesitli terapotik molekiiller ve ozellikle antikanser
ajanlar i¢in ana kaynak olmustur. Giiniimiizde kanser kemoterapisinde kullanilan antikanser
ilaglarin yaklagik %60’1 dogadan izole edilmigtir. Bu bilesiklere 6rnek olarak etoposid,
doksorubisin ve daunorubisin gibi antrasiklinler; topotekan ve irinotekan gibi kamptotesin
tirevleri, paklitaksel, dosetaksel, vinkristin, vinblastin, mitomisin C, aktinomisin D ve
bleomisin verilebilir. Dogal iiriinler her zaman dogrudan antikanser tedavide kullanilabilecek
bilesikler olmasa da terapétik olarak etkili antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in bir temel
iskelet saglarlar. Bu nedenle, doga antikanser molekiillerin zengin bir kaynagidir ve dogal
kaynaklardan yeni antikanser molekiillerin kesfedilmesi, kanser tedavisini gelistirmeye
katkida bulunacaktir (Cragg ve Newman, 2005, 2013; Ferguson vd., 2015). Cizelge 1.2.’de

Topo enzim inhibisyonu 6zelliklerine sahip cesitli dogal kaynakli molekiiller verilmistir.

Cizelge 1.2°de verilen dogal tiriinlerin diginda 2017 yilinda Lee ve arkadaslari, Topo Il
inhibitori olarak dogal bir polifenol olan resveratrol bilesigini rapor etmislerdir (Sekil 1.16)
(Lee vd., 2017) Yapilan biyolojik aktivite caligmalari resveratroliin Topo |l iizerinde daha
once bilinmeyen bir etki mekanizmasiyla hareket ettigini ve ATPaz bdlgesinin
dimerizasyonunu Onleyerek Topo |l'nin katalitik aktivitesini inhibe ettigini ortaya
koymustur. Ayrica dogal polifenoller olan flavonoidlerin Topo Il ve/veya Topo | iizerine
inhibisyon etkilerinin bu mekanizma tizerinden olabilecegi ileri siirlilmistiir (Bandele ve

Osheroff, 2007; Lee vd., 2017; Liang vd., 2019).

OH
HO l S O
OH

Sekil 1.16. Resveratrol bilesiginin kimyasal yapist
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Cizelge 1.2. Son yillarda Topo inhibitdrii olarak bildirilen dogal kaynakli bilesikler

Bilesik Kaynak Hedef inhibisyon Referans
(-)-Ksantin Xanthium strumarium Topo lla Katalitik Inhibitor (Akihisa vd., 2011; Yasuda vd., 2014)
4-Hidroksiderrisin Angelica keiskei Topo Il (Solhaug vd., 2012; Wollenhaupt vd., 2008)
Albanol A Morus alba Topo I-11 Caligma yok (Chan vd., 2009)
Alternariol Alternaria alternate Topo I-lla- | Topo Zehri (Brugger vd., 2006; DiCosmo ve Straus, 1985; Fehr,

1p 2007; Fehr vd., 2010; Geng vd., 2012; Kikuchi vd., 2010;

Solhaug vd., 2014)
Bis(2,3-dibromo-4,5- Leathesia nana, | Topo I Katalitik Inhibitor (Liu vd., 2011; Maurich vd., 2006; Tesauro vd., 2010)
dihidroksibenzil) eter | Rhodomela
(BDDE) confervoides, Rhodomela
confervoides
Daurinol Haplophyllum dauricum | Topo Ia Katalitik Inhibitor (Chen vd., 2015)
Ekinosid A Holothuria nobilis Topo Il DNA baglanmas1 ve katalitik | (Takeda vd., 2011; Takeda vd., 2013)
dongiiye etki eder
Erybraedin C Bituminaria bituminosa | Topo | Katalitik Inhibitor (Bailly, 2015; Khiati vd., 2014)
Evodiamine Evodia rutaecarpa Topo I-11 Katalitik Inhibitér ve Topo | | (Castelli vd., 2013; Fayad vd., 2009)
Zehri
Fisetin Cesitli meyve/sebzeler Topo I-11 Katalitik Inhibitor (Chou vd., 2013; Loépez-Lazaro vd., 2010; Sahu vd.,
2014)

Mirisetin Cesitli meyve/sebzeler Topo I-11 Topo Zehri (Chou vd., 2013; Lopez-Lazaro vd., 2010)




0¢

Cizelge 1.2 Devam

Prostrata

Bilesik Kaynak Hedef Inhibisyon Referans
Lamellarin D Lamellaria sp. Topo |, (niikleer veya | Topo Zehri (Ballot vd., 2010; Ballot vd., 2009; Facompré vd., 2003; Gao
mitokondrial) vd., 1999; Kluza vd., 2006; Mazerska vd., 2001)
Plumbagin Plumbago Zeylanica Topo | Caligma yok (Jain vd., 2015)
Rikkardin D Dumortiera hirsute Topo Il Caligma yok (Zhao vd., 2012)
Silfokinovozil digliserid | Azadirachta indica Topo | Katalitik (Kuriyama vd., 2005)
(SQDG) Inhibitor
Taspin Croton lechleri Topo I-1 Topo Zehri (Liu vd., 2014; Liu vd., 2012)
Trisitrinol B Penicillium citrinum Topo Ila Topo Zehri (Hsieh vd., 2014)
Wedelia chinensis,
Wedelolakton Eclipta Topo Ilo Caligma yok (Kaushik-Basu vd., 2008)




1.3. Benzazol Halkasi Tasiyan Bilesikler

Benzazol halka sistemleri, igerisinde hem en az bir heteroatom (genellikle azot,
oksijen veya kiikiirt) bulunduran hem de halkaya kondanse bir benzen halkasi igeren bisiklik
iskeletlerin genel adimi ifade eder. Yapilarda yer alan heteroatomlar elektronegatiflik
diizeyleri ve halka sistemiyle etkilesimleri araciligiyla, bilesigin 6zglin bir reaktivite
kazanmasina neden olarak yapilarin farmakolojik ve kimyasal ozelliklerini belirlerler.
Biyolojik olarak aktif bircok molekiiliin temel yapisini olugturan bu sistemler hem kimya

hem de biyokimya alanlarinda biiyiik 6neme sahiptirler.

Benzazoller, igerdikleri heteroatoma gore cesitli alt gruplara ayrilirlar. Bunlardan
indol N1 pozisyonunda bir azot atomu igerirken, benzimidazol N1 ve N3 pozisyonlarinda iki
adet azot atomu igerir. Benzoksazol ve benzotiyazoller ise bir azot atomu ve sirasiyla bir

oksijen veya kiikiirt atomu igerirler (Sekil 1.17) (Yadav vd., 2011).

H H
N N (0) S
ool IO INOw
N N N
1H-indol  1H-benzo[d]imidazol benzo[d]oksazol benzo[d]tiyazol

Sekil 1.17. Benzazol halka sistemleri

1.3.1. Benzimidazol Halka Sistemleri

Ik sentezi 1872 yilinda rapor edilen (Wright, 1951) benzimidazol halka sisteminin
terapotik potansiyeli 1944 yilinda ortaya konulmustur. Woolley, benzimidazoliin bazi
biyolojik tepkileri tetiklemek amaciyla piirinlere benzer sekilde hareket edebilecegini one
sturmiistir (Woolley, 1944). Bes yil sonra, 5,6-dimetilbenzimidazol, vitamin B12'nin
bozunma {iriinii olarak rapor edilmis ve bu yapinin baz tiirevlerinin vitamin B12 benzeri

aktivite gosterdigi bulunmustur (Brink ve Folkers, 1949; Emerson vd., 1950).

Bu bulgular, benzimidazoliin ¢esitli farmakolojik aktiviteler i¢in arastirilmasini tesvik
etmistir. Daha sonra antiparazitikler, antikonviilsanlar, analjezikler, antihistaminikler,
antiiilserler, antihipertansifler, antiviral, antikanser, antifungal, antiinflamatuvar ajanlar,
proton pompasi inhibitorleri ve antikoagiilanlar gibi genis bir yelpazedeki biyoaktif

bilesiklerde bulundugu ortaya konulan benzimidazol ¢ekirdegi, organik ve medisinal
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kimyacilar icin 6nemli bir halka sistemi haline gelmistir (Boiani ve Gonzalez, 2005; Dubey
ve Sanyal, 2010; McKellar ve Scott, 1990; Narasimhan vd., 2012; Patil vd., 2008; Rossignol
ve Maisonneuve, 1984; Spasov vd., 1999).
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Sekil 1.18. Benzimidazol halka sistemine sahip klinikte aktif olarak kullanilan inhibitorler

Gliniimiizde klinikte halen aktif olarak kullanilan benzimidazol g¢ekirdegi tasiyan
bilesikler arasinda antihelmintik olarak albendazol, mebendazol, tiyabendazol; proton
pompas1 inhibitdrleri olarak omeprazol, lansoprazol, pantoprazol; antihistaminik olarak
astemizol; antiviral olarak enviradin; antihistaminikler olarak bilastin, antikanser olarak
bendamustin, antiemetik/antipsikotik olarak droperidol ve antihipertansifler olarak
kandesartan sileksitil ve telmisartan bulunur. Cesitli terapotik kullanimlarin yani sira,
benzimidazoller bir¢ok organik reaksiyonda onemli ara maddeler olarak da yer ahrlar
(Bansal ve Silakari, 2012) (Sekil 1.18).
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1.3.1.1. Benzimidazol Halka Sistemlerinin Kimyasi

Bir benzen halkasinin imidazol halkasinin 4,5-pozisyonlarina kaynagmasi sonucu
bisiklik, diizlemsel, aromatik, 107 elektronlu bir halka sistemi olan benzimidazol elde edilir
(Sekil 1.19). Bu yapida yer alan iki azot atomunun dogasi farklidir. 1 numarali konumdaki
azot (N1) pirol tipi bir azot iken, 3 numarali konumdaki azot (N3) piridin benzeri olup asit

varliginda tuz olusturur (Delepine, 1951; Gaba vd., 2014).

3 7 H
2_N &6 ‘a N
[~ 52
1HN\/4 Y,
5 3a N
5
4 3

1H-imidazol 1H-benzo[d]imidazol

Sekil 1.19. Benzimidazol halkasinin numaralandirilmasi

Benzimidazol bilesigi (pKa = 5.68), imidazolden (pKa = 7.00) daha az baziktir, ancak
imidazolden daha gii¢lii bir N—H asididir (pKa = 12.75, imidazol: pKa = 14.52) ve alkali
igcinde oldukea iyi ¢oziiniirliige sahiptir (Eicher vd., 2013; Gupta vd., 2013). Oda sicakliginda
kristal kat1 formda olup erime sicakligi 169-171 °C’dir. Cekirdegin 1 numarali azot atomuna
bagli hidrojen atomu kolayca tautomerlesir (Sekil 7), bu da benzimidazol tiirevlerinde
izomerizasyondan sorumludur. Genel olarak, tautomerik bilesiklerde siibstitiient grubunun
(veya gruplarinin) pozisyonu iki say1 veya sayi grubu verilerek ve ikinci sayr veya sayi
gruplar1 parantez iginde belirtilerek adlandirilir. Bu kurala gore, Sekil 1.19’de verilen
benzimidazol halkasi1 5 (veya 6)-metilbenzimidazol olarak adlandirilir (Gaba vd., 2014; Li,
2013).

1H-Benzimidazollerin tautomerleri, genellikle ¢6ziicii molekiillerinin katihmiyla 1
numarali ve 3 numarali azot atomlar1 arasinda protonlarin kimyasal degisimini igerir (Sekil
1.19 ve Sekil 1.20a). Bu nedenle, genel olarak benzimidazoller 4(7) veya 5(6)
pozisyonlarinda substitiientlere sahip olduklarinda oda sicakliginda NMR (Niikleer Manyetik
Rezonans) zaman olgeginde tautomerik bir karisimdan ziyade tek bir bilesik olarak
goriiniirler. Ancak bazi durumlarda konformerler aras1 doniigiim hiz1 ¢oziicli (hidrojen bagi
alic1 veya verici 6zelligi), sicaklik ve bilesigin konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilenir. Bu
durumda NMR ve HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) spektrumlarindaki
piklerin gériniimi ve ¢oklugu degiskenlik gosterebilir (Singh vd., 2018; Su vd., 2018).
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Rotamer konformerler ise tek bir bag etrafinda kisitli donme nedeniyle olusurlar. Sekil
1.20 b’deki 3-(6-metil-1H-benzimidazol-2-il)fenol bilesigi i¢in bu durum, benzimidazol ve
fenol yapilarimi baglayan C2-C3 bagi etrafinda olur. Ayrica, benzimidazol halkasindaki azot
atomuna bagli protonun bir alkil grubu veya bagka bir siibstitiient ile degistirilmesi, bir ¢ift
bolgesel olarak segici bilesigin olusumuna yol agar. Bu nedenle, C4-C7 pozisyonlar1 arasinda
herhangi bir siibstitiient bulunan tiim N-siibstitiie benzimidazollerin sentezinde bolgesel

olarak secicilik dikkat edilmesi gereken dnemli bir husustur (Li, 2013).

Tautomerlzm 6 N3
3o
5 N )

5
6
% 3 Ny NH HN__N,
& ¢
OH

Rotamerler

Sekil 1.20. a. Benzimidazollerin numaralandirilmasi ve tautomerizm, b. 3-(6-metil-1H-benzimidazol-
2-il)fenol bilesigine ait rotamerler
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Sekil 1.21. DMSO-dg’da Benzimidazol halkasina ait ‘H NMR (400MHz) ve **C NMR spektrumlari
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Benzimidazol halkasmin "H-NMR (Proton Niikleer Manyetik Rezonans) ve *C-NMR
(Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans) spektrumlarinda imidazol ve benzen halkalarinin
kimyasal kaymalar1 birlikte gozlenir (Sekil 1.21). 400 MHZz'lik bir *H-NMR spektrumunda
ve ¢oziicli olarak doterolanmis dimetil siilfoksit-dg (DMSO-ds) kullanildiginda, imidazol
halkasina ait 2 numarali proton (H2) 8.30 ppm'de bir singlet olarak goriiliirken, benzene ait
H4 ve H7 ile H5 ve H6 protonlar sirastyla 7.60 ppm ve 7.20 ppm'de iki ayr1 multiplet olarak
gozlenir. Benzimidazoliin “*C-NMR spektrumunda, 2 numaral karbon (C2) en ¢ok kimyasal
kayma gostererek 143.3 ppm'de, 4 ve 7 numarali karbonlar (C4+ C7) ile 5 ve 6 numarali
karbonlar (C5+ C6) sirasiyla yaklasik 124.6 ppm ve 117.0 ppm'de gozlenirler (Li, 2013).

1.3.1.2. Benzimidazol ve Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Literatiirde benzimidazollerin sentezi i¢in birgok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerin ¢ogu, birbirlerine orto konumda azot igeren fonksiyonel gruplara sahip benzen
tiirevleriyle baslar. Ozellikle, o-fenilendiamin ve tiirevlerinin karboksilik asitler veya
aldehitlerle kondensasyonu tizerinden yaklagimi yaygin bir kullanima sahiptir. Benzimidazol
tirevlerinin ZrCl, (Zirkonyum Tetra Kloriir), SnCl, (kalay tetra kloriir), TiCl, (titanyum
Tetra Klortir), ZrOCl,.9H,0 (zirkonyum(IV)oksit kloriir oktahidrat) ve HFCI, (hidroflorik
asit tetra kloriir) gibi ¢esitli Lewis asidi katalizorlerin varhiginda orto esterlerin orto-
fenilendiamin ile kondensasyonu gibi ¢esitli katalitik sentezleri bildirilmistir. 1827 yilinda
Hoebrecker (Wright) tarafindan 2-nitro-4-metilasetanilit’in rediiksiyonu yoluyla elde edilen
ilk benzimidazol bilesigi 2,5-dimetilbenzimidazol’diir (Wright, 1951) (Sekil 1.22).

H,C NO, g, HC NH, H,C §
HCI P—CHy
NHCOCH, NHCOCH, H0 N

Sekil 1.22. 2,5-Dimetil benzimidazol bilesigine ait sentez denklemi

Asagida benzimidazol sentezi icin rapor edilmis ¢ok cesitli sentez yoOntemleri,

baslangi¢ maddelerine gore gruplandirilmustir.

Hollan ve arkadaslari, uygun imidat esterinin (trikloroasetimidat) o-fenilendiamin
veya onun tuzu ile oda sicakliginda reaksiyona girmesiyle benzimidazol-2-il-karboksilik
asitlerin 6nemli bir baslangi¢ triinii olan 2-triklorometil benzimidazol bilesiginin elde

edildigini bildirmistir (Sekil 1.23) (Holan vd., 1967).
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Sekil 1.23. o-Fenilendiamin ve trikloroasetimidattan hareketle 2-triklorometil benzimidazol
bilesiginin sentez denklemi

Mann ve arkadaslari, o-fenilendiamin ve 4-nitrobenzaldehiti nitrobenzen iginde
yaklasik 140 °C'de kondenzasyona sokmuslardir. Karisim sogutulup buz eklenerek kati
madde siiziilmiis ve iyi verimde 2-nitro benzimidazol elde edilmistir (Sekil 1.24) (Mann vd.,
2001).

o)
H
NH, PhNO, ﬁ
_—
NH, 181 N

Sekil 1.24. o-Fenilendiamin ve aldehitlerden hareketle 2- siibstitiicbenzimidazollerin sentezi

VanVliet ve arkadaslari, 2005 yilinda mikrodalga 1sinimi altinda 2-nitroanilinlerden
hizli ve tek kapta 2-siibstitiie benzimidazoller iiretmek i¢in bir yontem gelistirmistir. Bu
yontemde, nitro grubunun indirgenmesi sirasinda fazla asit varligt  N,N-
diacilfenilendiaminler olusturmasina ragmen, istenmeyen yan iirlinlerin olusumu engellenir;

bu sayede benzimidazoller kolayca izole edilebilmektedir (Sekil 1.25) (VanVliet vd., 2005).

NO H
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NH, R,COOH
Mikrodalga, 130°C
5 dak

Sekil 1.25. 2-nitroanilinler ve karboksilli asitlerden hareketle benzimidazol tiirevleri eldesi

Literatiir taramasina gore, o-fenilendiaminler karboksilik asitlerle kolayca reaksiyona
girerek yiiksek verimlerde 2-substitiie benzimidazoller verir. Phillips Reaksiyonu, bu
doniisiimde en bilinen yontemlerden biridir ve 1,2-diaminobenzenlerin karboksilik asitlerle
4N HCI varhiginda sitilmasiyla kondensasyon reaksiyonu gergeklesir (Phillips, 1928a,
1928b). Hein ve arkadaslari, karboksilik asitlerin polifosforik asit (PPA) ile reaksiyona
sokulmasiyla yiiksek verimle 2-siibstitiie benzimidazoller elde etmislerdir (Hein vd., 1957).

Cui ve ekibi, tetrahidrofuran-trihidroboran kompleksi (BH3-THF) ile in situ olusan triagiloksi
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boran araciligiyla aside duyarli gruplan tolere eden tek basamakli bir sentez gelistirmistir
(Cui vd., 2012). Rithe ve arkadaslari, amonyum kloriir katalizorliigiinde aromatik karboksilik
asitlerle yesil bir yontem sunmustur (Rithe vd., 2015). Saberi ise mikrodalga 1gsinlamasi1 ve
alumina veya zeolit yardimiyla ¢dziiclisiiz kosullarda benzimidazol sentezlemistir (Saberi,
2015). Laha’nin ¢aligmasinda, arilglikoksilik asitler ve DMSO kullanilarak 40 °C'de a-imino
karboksilik asitlerden N-heterosiklik yapilar elde edilmistir (Laha ve Hunjan, 2022) (Sekil
1.26).

Q NH2 I (a) I%
+
Rl
R' )J\O H />
R NH, N

(@ 4N HCI; PPA, BH3-THF; EtOH.NH,CI; Mikrodalga, Zeolit HY/Silika jel/ Alumina (asidik);
DMSO

Sekil 1.26. 1,2-Fenilendiaminler ve karboksilik asitlerden hareketle 2-siibstitiie benzimidazol tiirevi
bilesiklerin sentezi

Mevcut pratik uygulamalarda, karboksilik asit reaktifinin ¢esitli ekivalanlarla
degistirilmesi, bu yonteme genis bir kullanim alan1 ve ¢esitlilik kazandirmistir. Bu genel
yaklagim, benzimidazol igeren ilaglarin sentezinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin,
esomeprazol magnezyum sentezinde benzimidazol ¢ekirdegi, 3,4-diaminoanisol'iin potasyum
etil ksantogenat ile etanol/su ortaminda geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatilmasiyla elde

edilmektedir (Sekil 1.27) (Li, 2013).
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Sekil 1.27. Esomeprazol magnezyum’un Philips Reaksiyonu iizerinden sentez denklemi

o-Fenilendiaminlerin  aldehitlerle kondensasyonu sodyum pirosiilfit (sodyum
metabisiilfit, Na;S,0s5) varliginda gerceklestirilebilir. Ozbey ve arkadaslari, aril aldehitin

bisiilfitleri iizerinden benzimidazol elde etmistir. Aril aldehitin etanoldeki ¢dzeltisi,
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Na,S,05’in sulu ¢ozeltisine eklenmis ve ham iirlin ¢goktiiriilerek elde edilmistir. Ardindan,
DMEF igindeki o-fenilendiamin eklenip karisim 130 °C'de birkag saat 1sitilarak benzimidazol
sentezlenmistir (Sekil 1.28) (Ozbey vd., 2002). Benzer bir ¢calismada, Kamal ve arkadaslart
etanol ve su i¢inde Na,S,0s kullanarak basarili bir bigimde benzimidazol halkalar

sentezlemislerdir (Kamal vd., 2015).

NH,

H @[ H
NH, N

e ———= | M - O~
N

SO;Na

Sekil 1.28. o-Fenilendiaminlerle aldehitlerlerden sodyum metabisiilfit varliginda 2-aril benzimidazol
tiirevlerinin sentezi

Benzimidazol olusumu bir oksidasyon reaksiyonu oldugundan, oksidatif kosullar
gereklidir. Oksidasyon, hava veya oksitleyici ajanlar kullanilarak baslatilabilir. Weidenhagen
(1936) yontemine gore diamin ve aldehitin bakir(IT) asetat gibi bir bakir tuzu ile sulu veya
alkollii ortamda reaksiyona girmesiyle benzimidazoliin bakir (I) tuzu olusur. Olusan bakir(T)
tuzu, hidrojen siilfiir ile benzimidazole ve bakir(I) siilfide ayrilir, siilfit ise filtrasyonla
uzaklastirilarak yiiksek verimle 2-siibstitiie benzimidazoller elde edilir (Sekil 1.29) (Rathod
vd., 2013).

NH H
2 2(CH;C00),Cu N

2HCI + R'CHO - )—R. CuCl, +4 CH;COOH + H,0
NH, N

Sekil 1.29. Bakir (1) asetat tuzu varliginda sentezlenen 2-siibstitiie benzimidazollere ait genel sentez
denklemi

0-Fenilendiamin ve aldehitler temel baslangic maddeleri olarak kullanilarak, farkli
katalizor ve kosullarla c¢esitli benzimidazol sentez yontemleri gelistirilmistir. Lin ve Yang
(2005), hava oksidaniyla tek basamakta benzimidazol sentezi yaparken, Trivedi vd. (2006)
indiyum triflat [In(OTf);] katalizorliigiinde, ¢oziiciisiiz ortamda yiiksek verimle sentez
gerceklestirmistir. Venkateswarlu vd. (2013), lantanum kloriir (LaCls) ile asetonitril
ortaminda benzimidazol tiirevleri elde etmistir. Srinivasulu (2014) ¢inko triflat [Zn(OTf,)]
kullanilarak etanol ortaminda sentez, Birajdar (2014) dioksan dibromiirle hizli siklizasyon,
ya da Park (2014) tarafindan goriiniir 151k (Mavi LED, 7W) kullanilarak ¢evre dostu
yontemler gelistirilmistir. 2015 yilinda Pardeshi ve Thore, sulu ortamda sodyum dedosil

stilfat (SDS) kullanarak benzimidazol sentezini rapor etmistir (Pardeshi ve Thore, 2015). Bu
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pratik ve kolay uygulanabilir yontemler, 2-siibstitiie-1H-benzimidazollerinin sentezi igin

uygun bir metodoloji sunmaktadir (Sekil 1.30).

H
NH (0)
AN 2 (a) XN
| o en @) N
RN

=
R/ NH,

(a) Hava; InO(Tf3); LaCl; ve CH3CN; Zn(OTf,); CH3CN; Mavi LED (7W); SDS ve su.

Sekil 1.30. o-Fenilendiaminler ve aldehitlerlerden hareketle 2-siibstitiie-1H-benzimidazollerin eldesi

Aniket ve arkadaslari, 2015 yilinda mavi LED (7W) kullanarak benzen-1,2-diamin ve
aldehitlerden iyot katalizorligiinde oksidatif siklizasyon yontemiyle 2-aril-N-alkil siibstitiie
benzimidazol tiirevlerini sentezlemislerdir. Bu yontem, 90 °C'de benzen-1,2-diamin ile 2 mol
aldehitin tepkimesi sonucu yiiksek verim ve saflikta tek {iriin elde edilmesini saglamaktadir

(Sekil 1.31) (Aniket vd., 2015).

NH» O Iyot/su N
ol - O
R 80-90 °C, 1.2-1.5 sa N

NH
2 Mavi LED (7W) R

Sekil 1.31.0-Fenilendiamin ve aldehitlerden iyot/su katalizorliigiinde 2-aril-N-alkil siibstitiie
benzimidazol tiirevlerinin sentezi

2019'da bildirilen bir yontemde, benzen-1,2-diamin ve benzaldehit, kolin kloriir:iire
(ChCl:iire) igeren derin otektik ¢oziicii (DES) kullanilarak 80 °C'de 10 dakika 1sitilmigtir. Bu
islem sonucunda %88 verimle 2-siibstitiie ve %12 verimle 1,2-disiibstitiie benzimidazol

tirevleri elde edilmistir (Sekil 1.32) (Di Gioia vd., 2019).

Q o)
H H
N\ 2 mol NH, | ~_OH 1 mol N
—=N N\
CL-O 270 o A" LT OO
80 °C, 10 dak NH, 80 °C, 10 dak H

’ ChCl: o-fenilendiamin-DES l

Sekil 1.32. o-Fenilendiamin ve aldehitlerden hareketle 2- siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin sentezi

2017 yilinda Hu ve arkadaglari, N-siibstitiie fenilendiaminler ile aromatik, alifatik veya

sinnamaldehitlerden molekiiler iyot (I;) kullanarak bazik kosullar altinda intramolekiiler C—
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H amidasyon yontemi gelistirmistir. Bu yoOntemde, imin ara iriinleri o-fenilendiamin
tiirevleri ile aldehitlerin kondensasyonu ile elde edilmistir. Gegis metali igermeyen bu
reaksiyon, N-siibstitiie benzimidazollerin sentezini ham iminlerin saflastirilmasini
gerektirmeden miimkiin kilmaktadir. Uygulamasi basit olan bu yaklasim, cesitli aldehit
tirevleri i¢in gecerli olup, 1,2-disiibstitiie benzimidazol bilesiklerinin verimli ve

6lgeklenebilir sentezini saglamaktadir (Sekil 1.33) (Hu vd., 2017).

PhCHO, EtOH N
NH fluks, 1 N _Ph I, K,CO5, DCM
Cr g T[] e oy
+
rt N
NHTs H R NHTs Ts

Sekil 1.33.Intramolekiiler C-H amidasyon metodolojisi ile bazik kosullar altinda molekiiler iyot
kullamlarak gergeklestirilen N-siibstitiie benzimidazol sentezi

o-Fenilendiaminler ketonlarla reaksiyona girerek 2-disiibstitiie benzimidazolinler
olustururlar. Bu ara iiriinler, 1s1 etkisi altinda 2-siibstitiie benzimidazol ve bir hidrokarbona
parcalanir. Asimetrik olarak siibstitiie edilmis benzimidazolinlerin pargalanmasi, R; veya R,
stibstitiientinin tercihli olarak elimine edilmesi nedeniyle iki farkli benzimidazol iiriiniiniin

olusumuna yol agabilir (Sekil 1.34) (Elderfield ve McCarthy, 1951).

H
N +
— )—R, H-R,
N
H
N
——
)Ry + H-R,
N

Sekil 1.34. o0-Fenilendiamininin ketonlarla reaksiyonu sonucu olusabilecek benzimidazol bilesikleri

H
NH.
L« A, — O =
+ C C
N N
NH, R™ Ry N R,

Ladenburg ve Riigheimer, o-fenilendiamin ile asetofenonun 180 °C'de 15 dakika
sitilmasi ile  2-fenil-5 (veya 6)-metil benzimidazol sentezini gergeklestirmislerdir. Bu islem
sonucunda, tercihen metil grubunun elimine oldugu benzimidazol tirevi elde edildigi
bildirilmistir (Sekil 1.35) (Ladenburg A ve Riigheimer, 1879).

NH, i
\Q + CH;COC4H; —>\©: >—Celly CH, + H,0
NH, N

Sekil 1.35. o-Fenilendiamin ve asetofenondan hareketle benzimidazol sentezi
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2017 yilinda Ravi ve arkadaslari o-fenilen diaminler ve aril alkil ketonlardan hareketle
ilk kez C (sp®)—C bag kirilmas: ve halka olusumu yoluyla 2-aril siibstitiie benzimidazolleri
doniistliren basit ve diisiik maliyetli bir sentez yontemi gelistirmislerdir. Reaksiyon, metal
icermeyen kosullarda katalitik miktarda iyot kullamilarak gergeklestirilmistir (Sekil 1.36)
(Ravi vd., 2017).

NH M . H
| 2 2 _ I, (10 mol %) I N, —
R + R,—— /
= R DMSO,hava, g / N\ ¥
NH, X | 120 °C Z N 7R

Sekil 1.36. 0-Fenilendiamin ve aril alkil ketonlar tizerinden benzimidazol sentezi

2022 yilinda Mayo ve arkadaslari, hafif kosullarda benzimidazollerin sentezi igin yeni
bir yontem gelistirmistir. Bu yoOntem, oksidan, metal Kkatalizor veya radyasyon
kullanilmadan, diisiik sicaklikta gerceklestirilebilen ve kolayca temin edilebilen baslangig
maddeleri ile genis substrat kapsami sunmaktadir. Caligmada, o-fenilendiaminler ile [-
diketonlarin Brensted asit katalizorliigiinde optimize edilmis kosullarda orta-iyi verimlerle 2-
slibstitiie benzimidazoller elde edilmistir (Sekil 1.37) (Mayo vd., 2014).

5 mol% H
o VHy o o TsOH.H,0 | A N>_
> R
|// + RMR rt, 16 sa veya ’// N/
R' NH, MeCN, 80°C, 16sa R

Sekil 1.37. o-Fenilendiamin ve B-diketonlardan hareketle gerceklestirilen benzimidazol sentezi

Literatiirde, asit anhidritler ve oO-fenilendiaminlerden, reaksiyon kosullarina bagh
olarak benzimidazoller veya N,N'-diakilfenilendiaminler sentezlenebilecegi bildirilmistir.
Buna gore o-fenilendiaminlerin asetik anhidrit ile birkag saat geri geviren sogutucu altinda
1sitilmasiyla tamamen 2-metilbenzimidazole doniistiigli gosterilmistir. (Sekil 1.38) (Rathod
vd., 2013).

H

NH, N
@ . 2(CHsCO)) — » )—CHs + 3 CH3COOH

N

NH,

Sekil 1.38. o-Fenilendiamin ve asetik anhidritten hareketle 2-metilbenzimidazol eldesi
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Benzimidazoller, o-fenilendiaminlerin genellikle aroil kloriirler ile reaksiyonlari
sonucu elde edilmistir. Bu reaksiyonlar bilesenlerin genellikle geri ¢eviren sogutucu altinda
yaklagik 200-220 °C’de veya piridin ya da benzer bir bazik madde ile buhar banyosunda
sitilmastyla gerceklestirilir (Sekil 1.39) (Wright, 1951).

@ - )OJ\ e g
+ H
—A
NH, Cl Ar 220°C ©iN/ '

Sekil 1.39. o-Fenilendiamin ve asit kloriirlerin 1sitilmasi ile 2-siibstitiie benzimidazollerin eldesi

1-Konumunda siibstitiisyonu  bulunmayan benzimidazoller, asit kloriirlerle
acillenebileceginden, ¢ogu reaksiyon N-siibstitiie O-fenilendiaminlerle gerceklestirilmistir.
Sekil 1.40’ta N-siibstitiie o-fenilendiaminler ile asit kloriirlerin reaksiyonlari sonucu
hazirlanabilecek bilesikler listelenmistir (Sekil 1.40) (Wright, 1951).

0
Il R N
R NH, R'—C—Cl \©: S
R"
X X

NHR R
R: -NO,, -CH3; R’: -CHjs, o-tolil, p-tolil, a-naftil, p-naftil, fenil; R*’: , -CHs, fenil, 4-nitrofenil

Sekil 1.40. N-siibstitiie o-fenilendiamin ve asit kloriirlerden hareketle elde edilen benzimidazoller

Monoagillenmis 0-fenilendiaminlerin eldesi, g¢esitli sulu asidik ¢oziiciiler veya yesil
kimya kosullar1 altinda gergeklestirilebilir. Kullanilabilecek reaktifler arasinda 1-hekzil-3-
metilimidazolyum tetrafloroborat ([Hbim] BF,) iyonik sivis1 Nadaf vd. (2004), heteropoli
asit Heravi vd. (2008), potasyum floriir-alimina (KF-Al,O3) Khalili ve Sardarian (2012),
tarimsal atik ekstraktit WEPBA Kantharaju ve Hiremath (2018), zeolit Heravi vd. (2006) ve
boron trifloriir dietil eterat (BF3-Et,0) Tandon ve Kumar (2004) tarafindan rapor edilmis

maddeler yer almaktadir.

Tandon ve arkadaslarinin 2004 yilinda raporladigi caligmada, 1,2-fenilendiaminlere
0 °C'de kuru dioksan i¢inde asit kloriir eklenerek N-acil-1,2-fenilendiamin ara iiriinii elde
edilmistir. Bu ara {riine BF3; Et,0O eklenip, geri ¢eviren sogutucu altinda 130 °C'de
kaynatildiginda, 2-siibstitiie benzimidazoller % 92-98 verimle elde edilmistir (Sekil 1.41)
(Tandon ve Kumar, 2004).

32



NH, N

RCOCI BF; Et,O \> R
R NH R —————>» R N
1 n/ 1 H

Sekil 1.41. o-Fenilendiamin ve asit kloriirlerden hareketle 2-metilbenzimidazol sentezi

Jing ve arkadaslarinm 2006 yilinda yayinladigi ¢aligmada, o-fenilendiamin ve ester
tiirevlerinden hareketle benzimidazol bilesiklerinin sentezi bildirilmistir. 1,2-fenilenediamin
dihidrokloriir ve cesitli esterlerin yaklasik 90 saniye boyunca 165W mikrodalga 1sinimi
altinda reaksiyona sokulmasiyla %90'dan fazla verimle 2-siibstitiie benzimidazoller elde

edilmistir. (Sekil 1.42) (Jing vd., 2006).

NH;CI HOCH,CH,OH
+  R;—COOEt -
R
NH,CI Mikrodalga Oi e

Sekil 1.42. o-Fenilendiaminler ile esterlerden hareketle benzimidazol eldesi

2013 yilinda Dubois ve arkadaslari, o-fenilendiaminler ile basit esterler iizerinden amit
sentezlemek  i¢in  di-a-benzyl-a-(N,N,N-trimetilamino)  etoksibor  (DABAL-Me;)
katalizorliiglinde eslesme reaksiyonu gerceklestirmeyi hedeflemistir. Ancak, amin
gruplarmin yakinligi nedeniyle siklizasyon meydana gelmis ve orta verimde benzimidazoller

sentezlenmistir (Sekil 1.43) (Dubois vd., 2013).

NH, PhCOOMe N\ i::
@
N
H

NH, DABAL-Mejs (0.8 ekv.)
toluen, mikrodalga
130 °C, 8 dak

Sekil 1.43. o-Fenilendiaminler ile esterlerin DABAL-Me; katalizorliigiinde benzimidazol eldesi

Gan ve arkadaslari, 2018 yilinda o-fenilendiaminlerin dimetilformamid (DMF)
tirevleri ile imidazolyum kloriir katalizorii kullanarak, g¢esitli fonksiyonel gruplara sahip
benzimidazollerin ve 2-siibstitiie benzimidazollerin kolay, genel ve ekonomik bir sentezini
gergeklestirmistir. Bu protokol, alifatik, aromatik ve heteroaromatik amitler igin genis bir
substrat yelpazesi sunarak, orta ile miikemmel verimler arasinda degisen gesitli benzimidazol

ve 2-siibstitiie benzimidazoller elde edilmesini saglamistir (Sekill.44) (Gan vd., 2018).
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Sekil 1.44. o-Fenilendiaminler ile DMF tiirevlerinden hareketle benzimidazol sentezi

Pelizzari ve arkadaglari, p-fenilendiaminin siyanogen bromiir (BrCN) ile reaksiyonu
sonucunda iyi verimle 2-amino benzimidazol bromiir tuzu sentezlemistir. Yontemlerine gore,
reaksiyon reaktanlarin sulu siispansiyon iginde karistirilmasiyla gerceklestirilir. Kararsiz bir
ara iriin olan o-fenilen-a-guaniliire, hidroliz ile 2-amino benzimidazol bilesigini olusturur.

(Sekil 1.45) (Pelizzari, 1919, 1920).

NH, NHCONHz b Hidroliz N
A\

©: + BICN — ©: N\>_NH2 —> N>_NH2
H

NH, NHCN \
CONH,

Sekil 1.45. o-Fenilendiaminler ile BrCN’den hareketle 2- siibstitiic benzimidazol eldesi

Holljes ve Wagner’in yaptigi bir ¢alismada, o-fenilendiaminin monohidrokloriir
tuzunun 200 °C'de alifatik veya aromatik bir nitril ile 1sitilmasiyla 2-substitiie
benzimidazoller elde edilmistir. Ancak, ayni kosullar altinda serbest formdaki o-
fenilendiamin 200 °C'de benzonitril ile reaksiyona girmemistir, bu da benzimidazol
olusumunun H* gerektirdigi ve bu nedenle asidik kosullarda gerceklestigini gdstermektedir.
Yaklasik 200 °C’de gergeklestirilen bu prosediirde amonyum kloriir par¢alanarak ek hidrojen
kloriir meydana getirir ve reaksiyonun devamimi saglar. Sonu¢ olarak 2-substitiie

benzimidazoller elde edilir (Sekil 1.46) (Holljese, 1944).

NH, NH, NH
- HCI
+ RCN ©: + - SR —
NH, NH, "
2
H _
N NH,CI
)—NH, t 4
N

Sekil 1.46. Nitrillerden hareketle ger¢eklestirilen siklizasyon reaksiyonu
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Prokopcova ve Kappe tarafindan 2007 yilinda yayimlanan c¢alismada, siklik
tiyoamitlerin arilboronik asitlerle palladyum katalizli ve stokiyometrik miktarda bakir (I)
kofaktorii varliginda capraz baglanma (cross-coupling) protokolii tanimlanmstir. Bu
desiilfitatif karbon-karbon gapraz baglanma protokolii, ntr kosullarda mikrodalga 1g1nimu ile
100 °C'de ortalama 2 saatte gerceklestirilmis ve iyi verimlerde benzimidazoller elde

edilmistir (Sekil 1.47) (Prokopcova ve Kappe, 2007).

H
N
N Pd(PPh;),, Cu(I) kofaktér N
>=S + ArB(OH), o N
H

N Mikrodalga, 100°C, 1 sa

Sekil 1.47. 1,3-Dihidro-2H-benzoimidazol-2-tiyondan hareketle benzimidazol sentezi

Peng ve arkadaslari 2011 yilinda benzimidazol halka sisteminin eldesi ig¢in
intramolekiiler N-arilasyonu hedefleyen basit ve verimli bir bakir katalizli yontem
gelistirmistir. Bu protokolde bakir (I) oksit (Cu,O) katalizor, N,N'-dimetiletilendiamin
(DMEDA) ligand ve potasyum karbonat (K,COj3) baz olarak kullanilmistir. Reaksiyon
tamamen su iginde gerceklestirilmis olup, bu durum yontemin ¢evresel ve ekonomik agidan

degerli oldugunu gostermektedir. (Sekil 1.48) (Peng vd., 2011).

H
XX N1 Cu,0, DMEDA N
Roe > R, )R
A T Y !

N Ry K,CO;, H,0, 100°C, 30 sa

X: Br, I; Ry: fenil, metil
Sekil 1.48. intramolekiiler N-arilasyon {izerinden benzimidazollerin eldesi

Kim ve arkadaslar1 2011 yilinda bakir katalizorliigiinde benzimidazol sentezini tek
kapta gerceklestirmistir. Reaksiyon, 2-iyodo veya 2-bromoanilinler, ¢esitli aldehitler ve azot
kaynag1 olarak sodyum azid (NaN3) kullanilarak yapilmistir. Bu bilesikler, bakir (I) kloriir
(CuCl) ve tetrametiletilenediamin (TMEDA) varliginda DMSO iginde 120 °C'de reaksiyona
sokulmus ve iyi ile orta verimlerde 2-stibstitiie benzimidazoller elde edilmistir (Sekil 1.49)

(Kimvd., 2011).
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5 mol % CuCl

AN o 5 mol % TMEDA LS N\>_R
R + +  NaNj T 2
s H™ "R, DMSO- 120 °C N

X: I, Br

Sekil 1.49. NaNj lizerinden benzimidazol sentezi

2012 yilinda Caron ve arkadaslar tarafindan bildirilen bir calismada, agilleme ajani
olarak 2,2,2-trikloroetil imidatlar kullanilmis ve hafif kosullar altinda iyi verimlerle
benzimidazoller hazirlanmustir (Sekil 1.50) (Caron vd., 2012).

HN
NH Y

NH H
2 )J\ P NH 'NH4C1 N
NH, ? 7091 N

i-PrOH, 70 °C NH,

Sekil 1.50. 2,2,2-Triklorometil imidatlar tizerinden benzimidazol eldesi

Bommegowda ve arkadaslar1 2013 yilinda, N-metoksi-N-metilamit (Weinreb amiti) ile
o-fenilendiaminin kondensasyonu ve ardindan siklizasyonu ile 2-siibstitiie benzimidazol
sentezini tek kapta gerceklestirmistir. Reaksiyon, 1,4-dioksan iginde bor trifloriir eterat
varliginda 60 dakika i¢inde yiiksek verim (%75-94) ile tamamlanmigtir. Weinreb amitinin,
karboksil, halojen, siyano ve metoksi gibi diger aktif fonksiyonel gruplarla yiiksek secicilik
gosterdigi bildirilmistir. (Sekil 1.51) (Bommegowda vd., 2013).

R, NH, BF;. OFt, R, N
N O
\©: " /N% > \C[ \>_R2

1,4-dioksan, 100 °C

Sekil 1.51. o-Fenilendiaminler ile Weinreb amitlerinden hareketle 2- siibstitiie benzimidazol eldesi

Mahesh ve arkadaglar1 2015 yilinda, N-aril iminlerin bakir katalizli aminasyonu igin
yeni ve etkili bir yontem tanimlamistir. Bu yontemde, iminler metal merkezini selatlayarak
yonlendirici grup olarak iglev goriir. Tek kapta gerceklestirilen bu basit reaksiyon, ucuz bir
bakir katalizor (Cul) kullanir ve kolayca temin edilebilen aril aminler, aldehitler ve azitlerin
tandem kondensasyonu, C—H azidasyonu ve C—N bag olusumu ile benzimidazol yap1

birimlerine donistiiriilmesine olanak tanir (Sekil 1.52) (Mahesh vd., 2015).
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Sekil 1.52. N-aril iminlerin Cul katalizli aminasyonu yoluyla benzimidazol eldesi

Cesitli siibstitiie lire ve tiyolire veya amonyum tiyosiyanatin O-fenilendiaminlerle
¢Oziiclisiiz  bilyal1 ogiitme teknigi ile reaksiyonu sonucunda benzimidazolonlar
sentezlenmistir. Bilyali 6gilitme, reaktiflerin ¢oziicii olmadan yiiksek hizlarda sallanan bir
kap i¢inde 6gilitme bilyeleri ile 0giitiildigli ¢evre dostu bir yontemdir. Bu yontem, geleneksel
yontemlere gore tam doniisiim orani, kisa reaksiyon siiresi, daha diisiik toksisite ve kolay
deneysel prosediirler gibi birgok avantaj sunmaktadir (Sekil 1.53) (El-Sayed vd., 2016;
Rightmire ve Hanusa, 2016; Schmidt vd., 2016).

X NH,SCN H,N

NH,
N <M
©i H3NJ\NH2 @[ =X
NH, H,N

Sekil 1.53. Ure/tiyosiyanattan hareketle benzimidazol sentezi

2016 yilinda Mahesh ve arkadaslari, bakir(Il) katalizli oksidatif ¢apraz eslesme
reaksiyonu ile anilinler, primer alkil aminler ve sodyum azid kullanarak, tert-biitil
hidroperoksit (TBHP) varliginda orta sicaklikta benzimidazol sentezi gergeklestirmislerdir.
Bu tek kapta ¢ok bilesenli protokol, C—H fonksiyonellestirme, transiminasyon, orto-selektif
aminasyon ve siklizasyon dizisini igerir. YOntem, genis substrat yelpazesi ve fonksiyonel
grup uyumlulugu ile benzil alkol ile yapilan ¢apraz eslesmeye de orta verimlerle
uygulanabilmesi gibi giiglii 6zelliklere sahiptir (Sekil 1.54) (Mahesh vd., 2016).

NH, 10 mol % Cu(OAc), N
w AN + Rv /\X + NaN | \: R'
R T 3 7
= TBHP, AcOH R/ N

DMSO, 80 °C

R: Elektron gekici ve verici gruplar; Ry: aril, X: NH,, OH

Sekil 1.54. Transiminasyon yoluyla primer alkil aminlerden hareketle benzimidazol eldesi

Raja ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaymladiklari bir ¢aligmalarinda o-
fenilendiaminlerden hareketle benzimidazol sentezinde etkin bir C1 sintonu olarak D-Glukoz

tammmlanmugtir. Oksidatif siklizasyon stratejisine dayanan bu yontemin Onemli 6zellikleri
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arasinda genis fonksiyonel grup toleransi, biyoyenilenebilir metin kaynagi, miikemmel
reaksiyon verimleri, kisa reaksiyon siiresi, ¢cevre dostu ¢oziicli olarak su kullanimi yer

almaktadir (Sekil 1.55) (Raja vd., 2020).

OH
O
NH, N
N HO OH | X N
R
Pz NH TfOH (20 mol%) SN
| TBHP (1.0 ekv) (suda) \Rl
R, H,0 (0.2 M)
100°C, 1 sa

R’: H, benzil, 1" alkil, allil, proparjil, fenil

Sekil 1.55. D-Glukoz ve o-fenilendiaminlerden hareketle benzimidazol eldesi

2021 yilinda Kabi ve arkadaglari, nitro-aromatiklerin redoks-kondensasyonu igin gegis
metal bazli katalizorlerin kullanilmadigr ve toksik atik olusumunu engelleyen etkili bir
reaksiyon stratejisi gelistirmistir. Bu redoks-ekonomik yontem, benzimidazol tiirevlerinin
sentezi i¢in potasyum tert-butoksit (KOtBu) ve trietilsilan (Et;SiH) kullanilarak
uygulanmistir. Gelistirilen yontem, hedef bilesenlere ulagsmak icin gerekli redoks adimlarini
azaltarak, cesitli fonksiyonel gruplar iceren genis bir substrat yelpazesiyle iyi/miikemmel
verimlerle 2-siibstitiie benzimidazoller elde edilmesini saglamaktadir (Sekil 1.56) (Kabi vd.,
2021).

P
XN NH, Ry” X N N\
IS _ » R~ P >—R,
NO, N

Et;SiH, KO'Bu
dioksan,/HFIP

R;: Elektron gekici ve verici gruplar; R,: aril, X: NH,, OH, O

Sekil 1.56. Nitroarenlerden hareketle 2-siibstitiic benzimidazol sentezi

2023 yilinda Kumari ve arkadaslari, metal icermeyen bir fotomediyatorlii aktivasyon
yontemi kullanarak o-fenilendiaminler ile etanol veya yliksek zincirli alifatik alkoller
araciligryla benzimidazollerin hafif kosullarda sentezini gergeklestirmistir. Bu yontem,
pahali ve kararsiz aldehitler yerine alkoller kullanarak benzimidazol sentezini saglamaktadir.
Protokol, bir fotokatalizor ve bir hidrojen atom transferi (HAT) reaktan1 arasindaki
etkilesimi kullanarak, cesitli fonksiyonel gruplara sahip diaminerin alifatik ve benzilik
alkoller ile yliksek verimlerle sentezine olanak tanimaktadir. Bu, goriiniir 1s1kla tetiklenen ilk

protokol olarak one ¢ikmaktadir (Sekil 1.57) (Kumari vd., 2023).

38



| N NH, 6 mol % [Acr-Mes][ClO,] @:N}
. 1 ekv. HCI (12 M suda) S—R"

R NH hv (mavi LED)
R' Oy, 1t, 12 sa

Sekil 1.57. Fenilendiaminler ve alkollerden hareketle 2- siibstitiie benzimidazol sentezi

1.3.1.3. Antikanser EtKkili Benzimidazol Tiirevleri

Son zamanlarda, geleneksel antikanser tedavilerde kullanilan ilaglarin segici
olamamasi ve yiiksek sitotoksisiteye sahip olmalari, normal hiicrelere de zarar vererek
hastalarin yasam kalitesini diigiirmektedir. Hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojinin hizla
geligsmesiyle birlikte, kanser hiicrelerinin sinyal iletim yollar1, biiyiime faktorleri ve bunlarin
reseptorleri ve apoptoz yolaklar1 gibi daha segici yeni hedeflere yonelik yeni ajanlarin
tasarimu dikkat cekmistir (Gerber, 2008; Ibrahim ve Refaat, 2020; Sawyers, 2004).

F
(\N = N )N|\ D Ya H
N Pz N
\/ \) A N N
H /
Abemaciclib F Bendamustin Nocodazole
NH2

/_\ NH
NH, N /@ m
Crenolamb N @\/r N E
HNTY,
&\ \R/\© (0] Dovitinib Veliparib
HOH

03
) @E />.... Selumetinib HN/O
N o] \
HN N 0
O /> - HN—@—:N Q
Glasgedinib N
Liarozole N F Cl
g
%/J N

Pracinostat

Galeterone

Sekil 1.58. Klinikte ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanimi olan benzimidazol tiirevi ajanlar

Antikanser tedavi ¢aligmalar kapsaminda benzimidazol yapisimin potansiyel etkileri
belirlenmis ve karmasik etki mekanizmalar1 sayesinde genis bir kanser tiiriinii hedefleme

potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Bu yapilar, bireysellestirilmis ve hedefe yonelik
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kanser tedavisi igin yeni segcenekler sunmaktadir (Ibrahim ve Refaat, 2020). Bunun yani sira,
Klinikte cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilan abemaciclib, bendamustin, crenolanib,
dovitinib, galeterone, glasgedinib, liarozole, nocodazole, pracinostat, selumetinib ve
veliparib (Sekil 1.58) gibi benzimidazol halkasina sahip bilesikler, bu yapilarin kansere karsi
yeni ajanlarin gelistirilmesi i¢in yararl bir iskelet oldugunu ortaya koymaktadir (Bansal vd.,
2021; Hernandez-Romero vd., 2021). Bu nedenle, benzimidazol halkasi igeren bilesikler,
yeni ilag aday1 olarak birgok calismada incelenen 6nemli bir halka sistemi haline gelmistir
(Feng vd., 2022).

Simdiye kadar yapilan arastirmalar, benzimidazol halkasi iceren bilesiklerin cesitli
etki mekanizmalar1 iizerinden antitimor aktivite sergiledigini gostermistir. Bu etki
mekanizmalar1 arasinda DNA alkilasyonu, DNA baglanmasi, tiibiil polimerizasyonunun
veya depolimerizasyonunun bozulmasi, enzim inhibisyonu, anti-anjiyogenez ve sinyal iletim
inhibitorleri yer almaktadir (Chalkappa vd., 2023).

2000 yilinda yapilan bir ¢alismada, bir dizi 5-fenil-bibenzimidazol tirevi (1)
hazirlanmig ve bu tiirevlerin Topo | zehirleri olarak aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonug
olarak, bu bilesiklerin yapilarinda hidrojen baglar1 olusturmaya katilabilen bir hidrojen
atomu igermesinin TOpo | zehri olarak aktiviteleri ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir

(Sekil 1.59) (Jin vd., 2000).

%

z

N\
_NMNONH
__/

Sekil 1.59. 5-(4-Metilpiperazin-1-il)-2'-fenil-1H,1'H-2,5'-bibenzimidazol (1)

2004 yilinda Pinar ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; 2,5,6-slibstitiie
benzoksazol, benzimidazol, benzotiyazol ve oksazolo(4,5-b)piridin tiirevlerinin karyotik
DNA Topo Il inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismada 37 bilesikten 28’inin
DNA Topo II’yi 100 pg/ml baslangic konsantrasyonunda inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica
sentezlenen Dbilesiklerden metil 2-(feniltiyometil)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2)
bilesiginin ICsy degeri 17 uM ile referans bilesik etoposidten (ICso= 21,8 uM) daha iyi
inhibitdr etki gosterdigi ortaya konulmustur (Sekil 1.60) (Pinar vd., 2004).
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Sekil 1.60. Metil 2-feniltiyometil-1H-benzimidazol-5-karboksilat (2)

2005 ve 2006 yillarinda ayn1 seri molekiiller lizerinden aktiviteden sorumlu bélgelerin
belirlenmesi i¢in 3D QSAR CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis, Karsilastirmali
Molekiiler Alan Analizi) ve CoMSIA (Molecular Similarity Indices in a Comparative
Analysis, Karsilastirmali Molekiiler Benzerlik indeksleri Analizi) ¢aligmalari1 yapilmistir. Bu
calismalara gore hidrofobik etkilesimlerin Topo Il enzim, inhibitdr aktivitesini arttirmada
anahtar bir roli oldugu gosterilmis ve heterosiklik g¢ekirdegin 5. veya 6. pozisyonunda
hidrofilik bir grup varligmin hidrofobik olanlara gore ve heterosiklik halkanin 2.
pozisyonundaki fenil halkasinin orto ve para pozisyonlarinda hidrofobik grubun
bulunmasiin aktivitede daha 6nemli oldugu bildirilmistir. 3D CoMFA ¢alismasina gore;
heterosiklik yapmin 5. veya 6. pozisyonundaki bir elektronegatif grubun ve 2.
pozisyonundaki fenil halkasinin orto konumunda bir elektropozitif grubun varliginin Topo Il
enzim inhibisyonunu artiracagi da gosterilmistir (Temiz-Arpaci vd., 2005). Ek olarak hem
CoMFA (Temiz-Arpaci vd., 2005) hem de CoMSIA (Tekiner-Gulbas vd., 2006) ¢alismalari
ile, sterik Ozelliklerin aktivitede onemli oldugu ve heterosiklik halkanin 2. pozisyonunda
bulunan fenilin orto ve para konumlarina hacimli gruplarin dahil edilmesiyle aktivitenin
arttigi gosterilmistir. Ayrica, 5 (veya 6) pozisyonunda elektron g¢ekici bir siibstitliisyonun

varliginm aktiviteyi olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Sekil 1.61).

Z:CH, N; X:O,NH, S; Y: -, CH,, C,H,, CH,0, CH,S;

A:Fenil, Siklohekzil, siklopentil; R: H, Cl, CH;, NO,, NH,, COOCHy3;
R1: H, CH3, NOz, Rz.' F, CH3, NOz, OCH3,

R;: H, C1,CH;, C,Hs, C(CH3)3, NH,, NHCH;, OCH5, OC,Hs).

Sekil 1.61. CoMFA ve CoMSIA galismalarinda kullanilan heterosiklik bilesikler

2009 yilinda Coban ve arkadaglari, gesitli 2-siibstitiie benzimidazol tiirevlerini
sentezlemis ve bu bilesiklerin Hela (serviks adenokarsinomu), MCF7 (meme
adenokarsinomu) ve A431 (cilt epidermoid karsinomu) hiicre hatlarinda antikanser

aktiviteleri ile Topo I inhibisyon potansiyellerini degerlendirmistir. Elde edilen verilere gore,
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bilesiklerin ICsy degerleri 6,04 uM ile > 30 uM arasinda degismekte olup, 2-(2-etoksifenil)-
1H-benzimidazol (3) ve 2-(2-(2-(pirolidin-1-il)etoksi)fenil)-1H-benzimidazol (4) bilesikleri
sirastyla %95,4 ve %90,2 inhibisyon oranlarina sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 1.62)
(Coban vd., 2008).

H

N
-0
N
_/_O
R
R: H (3), 1-pirolidin (4)

Sekil 1.62. 2-(2-Etoksifenil)-1H-benzimidazol (3) ve 2-(2-(2-(pirolidin-1-il)etoksi)fenil)-1H-
benzimidazol (4) bilesikleri

Galal ve arkadaslar tarafindan tasarlanan ve sentezlenen yeni bir Cu®* kompleksi olan
2-piridinilbenzimidazol-5-karboksilik asit analoglar1 arasinda, bilesik 5 en etkili aday olarak
belirlenmis ve P388 Topo I1’nin DNA-relaksasyon aktivitesini 1Cs, 2,5 uM ile inhibe ettigi
bildirilmistir. Ayrica, sentezlenen bilesiklerin 21 insan solid tiimor hiicre hatt1 (8 akciger, 7
kolon ve 6 mide kanseri hiicre hatti) ilizerinde ortalama Glsg degeri 0,091 uM olarak

bulunmustur (Sekil 1.63) (Galal vd., 2010).

H
N
HO o
N CI N*
7 N\

)

Sekil 1.63. 1-(5-Karboksi-1H-benzimidazol-2-ilmetil)piridinyum kloriir (5)

Singh ve arkadaslari, 2011 yilinda 2-aril-5-siibstitiie-2,5-bisbenzimidazol
tirevlerinden olusan analoglar sentezlemislerdir. Bilesiklerden 6 ve 7, U87 (insan
glioblastoma), MCF7 ve HeLa insan tiimor hiicrelerine karsi ICsg degerleri 0,6-5,5 uM ile
DNA kirtlmasini en yiiksek oranda indiikleyen bilesikler olarak bulunmustur. Yapilan yapi-
aktivite caligmasi, fenil halka iizerindeki halojen gruplarinin (&zellikle flor ve klor) ct-
DNA'ya baglanma afinitesini artirdigini ve insan tiimor hiicre hatlarina karsi belirgin

sitotoksik aktivite gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 1.64) (Singh ve Tandon, 2011).
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Sekil 1.64.2'-(2,4-Diflorofenil)-5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H,1'H-2,5'-bibenzimidazol (6) ve 2'-(2,4-
diklorofenil)-5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H,1'H-2,5'-bibenzimidazol (7)

El-Nassan ve arkadagslari tarafindan gelistirilen benzimidazol tiirevi bir seri bilesik,
MCF7 hiicre hattinda antikanser etkinlik agisindan incelenmis ve elde edilen verilere gore
bilesik 8’in, 0,039 uM ICs, degeri ile etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 1.65) (El-Nassan,
2012).

Cl

NH
N NH
S

Sekil 1.65. 1-(2-Klorofenil)-1,2,3,4-tetrahidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-d][1,2,4]triazin (8)

Xiang ve arkadaglari, benzimidazol halkasi tagiyan antikanser ajanlar olarak bir seri
bilesik sentezlemislerdir. Elde edilen verilere gore, bilesik 9, HCT-116 (kolorektal kanser)
hiicre hattinda 1,25 pM ICsy degeri ile iyi bir antikanser etkinlik sergilemistir. Ayrica,
bilesigin etki mekanizmasinin sitozolik vakuolizasyon yoluyla gerceklestigi ileri siirtilmiistiir

(Sekil 1.66) (Xiang vd., 2012).

Sekil 1.66. 2-Metoksi-N-(2-((2-((4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)-2-oksoetil)tiyo)-1H-
benzimidazol-5-il)benzamid (9)
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2013 yilinda Sharma ve arkadaglari, bolgesel segici kinazolin/benzimidazol hibritleri
sentezlenmis ve in vitro antikanser etkinlikleri 60 tiimér hiicre hattina kars1 taranmigtir. Elde
edilen sonuclara gore bilesik 10 ile kanser hiicreleri ilizerinde Onemli bir inhibisyon
gozlemlenmis ve bazi tiimor hiicre hatlarinda referans inhibitor 5-fluorourasil (5-FU) ile
karsilastirlldiginda daha aktif oldugu goriilmiistir. Bilesik 10, I6semi (K-562, MOLT-4,
RPMI-8226 ve SR), kolon (HCC-2998, HCT-116 ve HT-29) ve melanoma (LOX IMVI ve
SK-MEL-5) kanser hiicre hatlarina kars1 kayda deger antikanser aktivite gostermistir. (Sekil
1.67) (Sharma vd., 2013).

Sekil 1.67. N-(1-allil-2-metil-1H-benzimidazol-6-il)-2-(pirolidin-1-il)kinazolin-4-amin (10)

Shaker ve arkadaglar1 2015 yilinda gesitli 5-nitro-1H-benzimidazol bilesikleri
sentezleyerek c¢esitli hiicre hatlart lizerinde sitotoksik etkilerini aragtirmislardir. Elde edilen
sonuglara gore 1-(2,3-dibromopropil)-2-metil-5-nitro-1H-benzimidazol (11)’un, A-549
(insan akciger adenokarsinomu hiicre hatti) ve HCT-116 (insan kolon kanseri hiicre hatt1) ve
MCEF-7 hiicre hatlarina karst doksorubisine kiyasla ICsy degeri 28,29 uM degeriyle daha iyi
aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Sekil 1.68) (Shaker vd., 2015).

//(Br
N Br
o: —
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Sekil 1.68. 1-(2,3-Dibromopropil)-2-metil-5-nitro-1H-benzimidazol (11)

Reddy ve arkadaslari ise 2016 yilinda raporladiklart bir ¢aligmada insan kanser hiicre
hatlarina kars1 benzimidazol ile kaynasmug elliptisin tlirevleri iceren bir seri bilesik
sentezlemigler (18) ve aktivitelerini degerlendirmislerdir. Bu bilesiklerin aktiviteleri, Zr-75-

1, HeLa, MCF-7 ve A-549 hiicre hatlarna karsi, standart etoposit ile karsilastirildiginda
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(Glsp 0.2-3.08 uM), Glg <0,1-34,6 uM arasinda degisen degerleri ile daha yiiksek
antiproliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sekil 1.69) (Bramhananda Reddy vd., 2016).

Me
R:H,5-OMe, 5,6-diOMe, 5-CF3, 5-Cl, 5-NO,, 5-F, 5-Br, 5,6-diCl, 5,6-diNO,

Sekil 1.69. Sentezlenen benzimidazol ile kaynasmus elliptisin tiirevleri (18)

2016 yilinda Li ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada giiclii Topo 1l
inhibitorleri olarak gorev yapabilecek kirk bes adet 1,3-benzoazolil siibstitiie pirolo[2,3-
b]pirazin tirevleri tasarlanmis, sentezlenmis ve sentezlenen bilesiklerin 7 kanser hiicre hatti
iizerinde antikanser aktiviteleri ve Topo Il enzimi inhibisyon mekanizmalar1 incelenmistir.
Elde edilen verilere gore bilesiklerin bazilarmin (19-21) 6nemli derecede sitotoksik etki ve
Topo Il katalitik inhibitor etki sergilediklerini ortaya koymustur. Yapi-aktivite iliskisi (SAR)
caligmalari, alkilamino yan zincirinin ve benzoazolil grubunun 6nemli Topo Il inhibitor

aktivitesi ve antiproliferatif aktivite sergiledigini belirtilmistir (Sekil 1.70) (Li vd., 2016).

Ry
(>)n / NCo N_ o
NC.__N NC N N N
~—N AN
I )—NH, | N NH, | Ny NH,
NCTONT NC” N NCT N
X N N
@ \ —
19 /N 20 N—" 21

R1: N(CH3),, N(CH,CHj3),
Sekil 1.70.Benzoazolil grubu tasiyan benzimidazol tiirevi bilesikler (19-21)
Singla ve arkadaslar1 yayinladiklar1 bir ¢alismada 4-(1H-benzimidazol-2-il)-fenilamin
pargast iceren yeni bir pirazolo[3,4-d]pirimidin serisi tasarlamig ve sentezlemiglerdir. Bu

seride yer alan bilesik 22, 23, 24 ve 25’in ¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi ortalama Glsg
degerleri sirastyla 1,30 uM, 1,43 uM, 2,38 uM ve 2,18 uM olarak bulunmus ve yiiksek
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antikanser potansiyeller sergiledikleri belirlenmistir. Ayrica, bu bilesenler apoptozu
indiiklemis ve insan Topo lla enzimini baskilamistir. Tiim bu elde edilen veriler, DNA ve
protein etkilesimleri alaninda dnemli bilgiler saglayacak giiclii ajanlarin tasarimi i¢in 6nemli

bir altyap1 olusturmaktadir (Sekil 1.71) (Singla vd., 2016).
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Sekil 1.71.Pirazolo[3,4-d]pirimidin tiirevi bilesikler (22-25)

pdan

2016 yilinda Perin ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir ¢alismada, 2-amino, 5-amino
ve 2,5-diamino siibstitiie benzimidazo[1,2-a]kinolinlerin sentezi yapilmis ve bu bilesiklerin
antikanser etkileri, kolon, akciger ve meme kanseri hiicre hatlarina karsi in vitro olarak test
edilmistir. Sonuglara gore, en giiclii antikanser aktivite 2-amino siibstitiiec analoglarda
gbzlenmis ve 4-metil veya 3,5-dimetil-1-piperazinil siibstitiie tiirevlerin (bilesik 26 ve 27) de
aktif bilesikler oldugu bildirilmistir. Ug hiicre hattna kars1 elde edilen veriler iizerinden,
antikanser etkinlige neden olan molekiiler 6zellikleri belirlemek amaciyla 3D-QSAR analizi
yapilmig ve bu analizde hidrojen baglanma 6zellikleri, hidrofobiklik, molekiiler esneklik ve
hidrofobik bdlgelerin dagilimmin 6nemli oldugu vurgulanmustir (Sekil 1.72) (Perin vd.,
2016).

CN
R: H, R1:CH3 (26), R:CHa, Ri:H (27)

Sekil 1.72. 2-(4-metilpiperazin-1-il)benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril  (26) wve 2-(3,5-
dimetilpiperazin-1-il)benzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (27) bilesikleri

2017 yilinda Yuan ve ekibi, antitimor etkinligi arttirmak ve direngle gelisimi gibi

stireclerle bas edebilmek amaciyla ikili Topo ve PARP-1 inhibitdrleri olarak tasarlanan ve
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sentezlenen bir dizi 4-amidobenzimidazol akridin tiirevini raporlamiglardir. Calisma
bulgularina gore bilesik 28 hem Topo hem de PARP-1 {izerinde gii¢lii inhibitor aktivite
gostermis ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nemli 6lgiide durdurmustur. Mekanizma
calismalari, bilesik 28 ile tedavide MCF-7 hiicrelerinde DNA ¢ift sarmal kirilmalarina,
belirgin apoptozun indiiklenmesine ve GO0/G1 hiicre dongiisiinde duraksamaya neden
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, bilesik 28 farelerde tiimor biiyiimesini biiyiik Slgiide
engellemis ve karaciger mikrozomlarinda olumlu metabolik &zellikler sergilemistir (Sekil

1.73) (Yuan vd., 2017).

Os__NH, .
e,
N
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Sekil 1.73. 2-(3-((4-Metilantrasen-9-il)amino)fenil)-1H-benzimidazol-7-karboksamid (28)

El-Gohary ve arkadaglarinin 2017 yilinda bildirdigi bir galismada, sentezlenen bir
grup benzimidazol tiirevi bilesigin antikanser etkinlikleri test edilmis ve tatmin edici
sonuclar elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, bilesiklerden 29, 30 ve 31’in HepG2,
HCT-116 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina karsi giiclii inhibitdr potansiyellere sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ozellikle, bilesik 29 ve 31'in, referans bilesik 5-FU ile benzer
sekilde giicli DNA baglanma afinitesi sergiledikleri ve bu nedenle antikanser aktivite
acisindan 6nemli olduklari rapor edilmistir (Sekil 1.74) (EI-Gohary ve Shaaban, 2017).

Q : Oﬁﬂﬁ Crm
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(29) (30) @31)

Sekil 1.74. 2-((1H-Benzimidazol-2-il)(metil)amino)izoindolin-1,3-dion  (29), etil  2-(((1H-
benzimidazol-2-il)metil)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-siklohepta[b]tiyofen-3-karboksilat (30) ve 2-
((1H-benzimidazol-2-il)metil)-5-metil-2,4-dihidro-3H-pirazol-3-on (31)

2018 yilinda yapilan bir ¢aligsmada, bir seri benzimidazol-rodanin konjugatinin Topo II
inhibisyonu ve sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Sonuglar, bu bilesiklerin gii¢lii Topo II

inhibitor etkileri gosterdigini ve dokuz bilesigin 10 uM'de Topo II aktivitesini neredeyse
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tamamen inhibe ettigini ortaya koymustur. Ozellikle (Z)-2-(5-((1-(4-metilbenzil)-1H-
benzimidazol-2-il)metilen)-4-okso-2-tiyoksotiyazolidin-3-il)asetik asit (32) ve (Z2)-2-(5-((1-
(2-florobenzil)-1H-benzimidazol-2-il)metilen)-4-okso-2-tiyoksotiyazolidin-3-il)asetik ~ asit
(33), sirasiyla 0,54-3,22 uM ve 0,21-2,67 uM arasinda degisen ICsy degerleri ile daha giiclii
sitotoksik aktivite gOstermistir. Ayrica, yapi/aktivite iligkisi ile elektronik etkilerin, fenil
grubunun ve rodanin kismmin Topo II inhibisyon giicii ve sitotoksisite i¢in 6nemli oldugu
bildirilmistir (Sekil 1.75) (Li vd., 2018).
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R: 4-CH;(32), 2-F (33)

Sekil 1.75. (Z)-2-(5-((1-(4-metilbenzil)-1H-benzimidazol-2-il)metilen)-4-okso-2-tiyoksotiyazolidin-3-
ilasetik asit (32) ve (2)-2-(5-((1-(2-florobenzil)-1H-benzimidazol-2-il)metilen)-4-okso-2-
tiyoksotiyazolidin-3-il)asetik asit (33)

2018 yilinda Wang ve arkadaslari tarafindan benzimidazol bilesikleri sentezlenmis ve
antikanser aktiviteleri cesitli hiicre hatlar1 iizerinde degerlendirilmislerdir. Ozellikle bilesik
18-(4-(2-amino-1H-benzimidazol-1-il)biitoksi)-5-hidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on  (34)’un
ICso degeri 25,72 + 3,95 uM ile MCF-7 hiicrelerine karsi en etkili antiproliferatif etkiyi
gosterdigi bildirilmistir (Sekil 1.76) (Z. Wang vd., 2018).

Sekil 1.76. 8-(4-(2-amino-1H-benzimidazol-1-il)biitoksi)-5-hidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on (34)

Ayni yil Acar Cevik ve arkadaslar1 sentezledikleri bir seri benzimidazol tiirevleri
iizerinden antitiimor aktivite c¢aligmalar gerceklestirmislerdir. Buna gore sentezlenen
bilesiklerden bilesik 35 ve 36, ICsy degeri 0,0316 puM ile standart inhibitor cisplatine kiyasla
(IC5o = 0,045 uM) daha yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 1.77) (Acar
Cevik vd., 2018).
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R: 2,4-dikloro (35), 2-nitro (36)

Sekil 1.77. N'-(2,4-diklorobenziliden)-4-(6-kloro-1H-benzimidazol-2-il) benzohidrazid (35) ve N'-(2-
nitrobenziliden)-4-(6-kloro-1H-benzimidazol-2-il) benzohidrazid (36)

2018 yilinda Akhtar ve arkadaslari, benzimidazolin C-2 pozisyonuna pirazol ve
pirazolin C-3 ve C-5 pozisyonlarina cesitli aril halkalar1 ekleyerek sentezledikleri
bilesiklerin antikanser aktivitelerini degerlendirmistir. Bilesik 37, 0,97 mM'de epidermal
biiylime faktorii reseptorii (EGFR) inhibisyonu gosterirken, A549 kanser hiicre hattina karst
2,2 MM ICsq degeri ile gii¢lii antitiimor dzellik sergilemis ve hiicre donglsiinii G2/M fazinda
durdurup apoptozu indiiklemistir. Ayrica, bilesigin doksorubisin gibi kardiyomiyopatiye yol
agmadigr bildirilmistir. Ayrica yapilan molekiiler molekiiler kenetlenme calismalarinda
bilesik 37°nin en iyi baglanma enerjisine sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, pirazol
halkas1 igeren benzimidazol tiirevlerinin antikanser ajan gelistirmede potansiyel tasidigin

gostermistir (Sekil 1.78) (Akhtar vd., 2018).
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Sekil 1.78. 2-(1H-benzimidazol-2-il)-1-(3,5-bis(4-klorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etan-1-on
(37)

2020 yilinda, Schultz ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen bir patentte, kanser
tedavisinde 6nemli enzim gruplarindan biri olan ve hiicre mitozu, metastaz, proliferasyon
gibi ¢esitli hiicresel islevleri histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu yoluyla diizenleyen
Histon deasetilaz 6 (HDACG6) enziminin inhibisyonunda benzimidazol tiirevlerinin etki
gosterebilecegi bildirilmistir. Buna gore bilesik 38-40 periferik kan mononiikleer hiicrelerine

kiyasla kanser hiicre hatlar1 olan U266, PaCa2 ve AMO-1'e kars1 secici bir sitotoksisite
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profili sergilemis ve HDAC6’y1 sirasiyla 2, 2,9 ve 3,1 nM ICs, degeriyle inhibe etmistir
(Sekil 1.79) (Schultz, 2020).
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Sekil 1.79. 2-(5-Kloro-2-hidroksifenil)-N-hidroksi-1H-benzimidazol-6-karboksamit (38), 2-(5-(2-
florofenil)tiyofen-2-il)-N-hidroksi-1H-benzimidazol-6-karboksamit ~ (39)  ve  N-hidroksi-2-(5-
feniltiyofen-2-il)-1H-benzimidazol-6-karboksamit (40)

Serafini ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi ¢alismada, indolamin 2,3-dioksijenaz-1
(IDO1) inhibitorii olarak benzimidazol tiirevleri sentezlenmistir. Sitotoksisite testlerinde,
ozellikle bilesik 41'in IDO1'i diisiik nanomolar seviyelerde etkili bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. Metabolik stabilite calismalarinda ise, bilesik 42'nin oksidatif metabolizmaya
ugrayarak kisa bir yar1 d6mre sahip olmasina ragmen, farelere 10 mg/kg dozunda intravendz
enjeksiyonu sonrasinda in vivo ortamda gii¢lii bir IDO1 inhibitorii oldugu rapor edilmistir
(Sekil 1.80) (Serafini vd., 2020).
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Sekil 1.80. N-(3-((1H-benzimidazol-1-il)metil)benzil)-4-bromo-1H-pirol-2-karboksamit (41) ve N-(3-
((1H-benzimidazol-1-il)metil)benzil)-1H-indol-2-karboksamit (42)

Zhou ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptig1 ¢calismada, benzimidazol-kalkon hibritleri
tasarlanarak sentezlenmis ve bu bilesiklerin Topo II inhibitor etkileri degerlendirilmistir.
Sonuglara gore, bilesik 43 ve 44'in 1Csy degerleri 5 pM’den diisiik olup, dort farkli timor
hiicre hattinda etoposide kiyasla giiclii antiproliferatif etkiler gosterdigi rapor edilmistir.
Ayrica, yapi-aktivite iligkisi ve molekiiler kenetlenme analizleri, kalkon yapisinin Topo II
inhibisyonuna ve antiproliferatif etkisine katkida bulunabilecegini ortaya koymustur. (Sekil
1.81) (Zhou vd., 2020).
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Ry: 3-F, Ry: 4-Br (43); Ry: 4-CHa, R,: 3,4,5-OCHj; (44)

Sekil 1.81. (E)-1-(4-bromofenil)-3-(1-(2-florobenzil)-1H-benzimidazol-2-il)prop-2-en-1-on (43) ve
(E)-3-(1-(4-metilbenzil)-1H-benzimidazol-2-il)-1-(3,4,5-trimetoksifenil)prop-2-en-1-on (44)

Dimitrov ve arkadaglarinin 2023 yilinda yaptigi ¢alismada, ataksi-telangiektazi-mutant
(ATM) kinaz enzimini hedefleyen yeni bilesikler gelistirilmistir. imidazo[4,5-c]Kinolin-2-on
iskeleti iizerine kurulan bilesik 45 ve 46, etoposid ile sinerjik etki gostermistir. Ozellikle,
bilesik 46'nin ATM f{izerinde subnanomolar potansiyele sahip oldugu bildirilmistir. (Sekil
1.82) (Dimitrov vd., 2023).

Sekil 1.82. N,N-dimetil-3-((5-(3-(1-(metilsiilfonil)indolin-6-il)-3H-imidazo[4,5-b]piridin-5-il)piridin-
2-il)oksi)propan-1-amin (45) ve N,N-dimetil-3-((5-(3-(1-(metilsiilfonil)-1,2,3,4-tetrahidrokinolin-7-
il)-3H-imidazo[4,5-b]piridin-5-il)piridin-2-il)oks)propan-1-amin (46) bilesikleri

1.3.2. Benzoksazol Halka Sistemleri

Genel olarak, farmasotik ve medisinal kimya alaninda yeni ilaglar siirekli olarak
belirlenmis aktiviteye sahip 6ncii bilesigin molekiiler modifikasyonu sonucu ortaya konulur.
Molekiiler modifikasyon, oncii bilesigin yapi grubuna yeni grubun/gruplarin siibstitiisyonu
veya bunlarin siibstitlisyonun kaldirilmasiyla, yeni bir yap1 eklenmesi veya benzer aktiviteye
sahip farkli gruplan tek bir bilesikte birlestirerek aktiviteyi arttirma yolu ile yapilabilen
yontemlerdir. Literatiir taramasinda, molekiiler modifikasyonla ila¢ tasariminin yeni ilaglarin
tasariminda tercih edilen bir yontem oldugu goriilmektedir. Calisilan cesitli bilesikler
arasinda, benzokSazol tiirevleri onemli bir smif olusturmaktadir (Aggarwal vd., 2017).
Kalsimisin, nakijinol ve boksazomisin A (Kale ve Chavan, 2019) gibi ¢ok sayida dogal
tirlintin temel yapisini olusturan benzoksazoller, ila¢ tasariminda yaygin olarak tercih edilen

halka sistemleridir (Sekil 1.83) (Wei vd., 2018).
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Sekil 1.83. Bazi1 benzoksazol bazli dogal tiriinlerin yapilari

Benzoksazol halkast farmakolojik olarak aktif bilesiklerde bulunan 6nemli
iskeletlerden biridir ve benzoksazol igeren bir¢ok bilesik genis bir biyolojik aktivite
yelpazesine sahiptir. Bu farmakolojik etkiler arasinda, antibakteriyel (Gadhe vd., 2010),
antifungal (Ryu vd., 2009), antikanser (Stefania Aiello vd., 2008), antiinflamatuar (Sondhi
vd., 2006), antimikobakteriyel (Rodriguez vd., 1999), antihistaminik (Katsura vd., 1992),
antiparkinson (Benazzouz vd., 1995), hepatit C viriisii inhibisyonu (Smith ve Ward, 2014),
5-HT3 antagonistik etki (Sato vd., 1998), melatonin reseptdr antagonizmi (Sun vd., 2004),
amiloidogenez inhibisyonu (Razavi vd., 2003) ve Rho-kinaz inhibisyonu (Sessions vd.,
2008) sayilabilir. Bu nedenle benzoksazol tiirevleri, gosterdikleri ¢esitli biyolojik ve
farmakolojik aktiviteleri ile giderek daha ilgi ¢ekici hale gelmistir (Kakkar vd., 2018).
Benzoksazollerin medisinal kimya alanindaki kullanimlarinin yani sira, anyon ve metal
katyon sensorleri gibi floresan problar i¢in 6nemli bir yap1 tasi olarak kullanimlar1 mevcuttur
(Taki vd., 2004; Tanaka vd., 2001; Wu vd., 2007). Yapisinda benzoksazol ¢ekirdegi tasiyan
ve klinikte kullanilan bilesikler arasinda non-steroidal anti-inflamatuar ilag (NSAID) etkili
flunoksaprofen ve benoksaprofen, antibiyotik etkili kalsimisin, antibakteriyel etkili
boksazomisin B, kas gevsetici olarak kloroksazon, ostrojen reseptor-f agonisti prinabrel
(ERB-041) ve transtiretin aracili amiloidoz kardiyomiyopatisi tedavisinde kullanilan

tafamidis yer almaktadir (Sekil 1.84) (Kakkar vd., 2018; Soni vd., 2023).
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Sekil 1.84. Klinikte yer alan yapisinda benzoksazol ¢ekirdegi tasiyan bilesikler

1.3.2.1. Benzoksazol Halka Sistemlerinin Kimyasi

3 7 !
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Sekil 1.85. Benzoksazol ve 1,3-oksazol halka sistemlerinin numaralandirilmasi

Oksazol, 1 ve 3 konumlarinda oksijen (O) ve piridin tipi azot (N) heteroatomlar1 ve
bunlarin arasinda bir karbon (C) atomu ig¢eren, doymamis bes liyeli bir heterosiklik halka
sistemidir (Sekil 1.85) (Kakkar ve Narasimhan, 2019; Laeeq vd., 2013). Benzoksazol (Sekil
1.85), bir benzen halkas1 ile 1,3-oksazol halkasinin kaynasmasi sonucu olusan diizlemsel bir
geometriye sahip 6nemli bir bisiklik aromatik yapidir (Aggarwal vd., 2017; Paliwal ve
Bhargava, 2014).

TUPAC okunusu 1-oksa-3-aza-1H-inden seklinde olan, kapali formiilii C;HsNO olan
benzoksazol ¢ekirdeginin erime noktast 28-30 °C, kaynama noktasi 182-185 °C ve
yogunlugu 1,1754 g/cm*’tiir. Ayrica suda ¢Oziiniirligii diisiik olan g¢ekirdegin pKb degeri
13,2 ve molar yanma entalpisi -3445 kJ'dir (Ji Ram vd., 2019).
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Benzoksazol halkas: konjuge 7 elektron sekstetine sahip diizlemsel bir molekiildiir.
Heterosiklik yap1 ile ayn1 diizlemde olan ve bu nedenle delokalizasyona dahil olmayan azot
tizerinde yer alan ortaklanmamis elektron cifti, yapiya zayif bazik ozellikler kazandirir
(Aggarwal vd., 2017). Bu kimyasal yapi, cesitli biyolojik hedeflere kars1 siklikla afinitesi ve
seciciligi ile bilinir. Oksazol halkas1 iizerinde yer alan oksijen ve azot atomlar1 hidrojen
alicis1 olarak iglev gorebildiginden, hedef molekiillerle ¢ok sayida kovalent olmayan
etkilesimler olusturabilir. Bunun yaninda, diizlemsel benzen halkasinin varligi,
biyomakromolekiillerle n-t, n-katyon etkilesimi ve yapin lipofilik 6zelligi sayesinde de
hidrofobik etkilesimler yapabilmesine olanak tanir. Bu nedenle benzoksazol iskeleti cesitli
farmakolojik olarak onemli molekiillerin sentezinde yapi tasi olarak yer alir (Demmer ve

Bunch, 2015).

Benzoksazoller, niikleik asitlerde bulunan adenin ve guanin bazlarmin biyoizosteri
olarak da bilinirler. Bu yapisal benzerlik, benzoksazoller ile canli sistemlerdeki
biyopolimerler arasinda etkilesimleri olanakli kilmakla beraber; bu 6zellik benzoksazollerde

gozlemlenen genis biyolojik aktivite yelpazesini de agiklayabilir (Wong ve Yeong, 2021).
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Sekil 1.86. CDCl3’te benzoksazole ait ‘H NMR (400MHz) (a) ve *C NMR (b) spektrumlar:

Benzoksazoliin ‘H NMR spektrumunda en az perdelenmis proton olan H2, bir singlet
olarak goriiniir. H4 ve H7 ise, elektronik benzerliklerinden dolay1 7.28 ve 7.37 ppm arasinda

i¢ ice gecmis multipletler olarak gdézlemlenir. HS protonu, Hé'ya kiyasla spektrumun hafif

54



yukarisinda yer alir ve sirastyla 7.72-7.78 ppm ve 7.52-7.58 ppm araliklarinda multipletler
olarak goriiniir (Sekil 1.86a) (Li, 2013).

Benzoksazoliin *C NMR spektrumunda da C2, en az perdelenmis karbon olarak 151
ppm'de gozlemlenir. Koprii basi karbonlar C3a ve C7a sirasiyla yaklasik 140 ppm ve 150
ppm'de goriiniir; bu fark, oksazol halkasinin oksijeninin elektron verici yetenegi ve elektron
yogunlugunu C7a'ya delokalize etme 6zelliginden kaynaklanir. Son olarak, benzen halkasina
ait karbon atomlar1 (C4-C7) spektrumda 110 ile 126 ppm arasinda yer alir (Sekil 1.86b) (Li,
2013).

Oksazol ve benzoksazol yapilari, C2 konumunda aril siibstitiientleri tasidiklarinda
giiclii floresan ozellikler gosterir ve optik beyazlatici olarak islev gorebilirler. Ornegin, bazi
deterjanlarda bulunan 4,4'-bis(benzoksazol-2-il)stilben katki maddesi, giysi liflerine niifuz
eder ve benzoksazoliin mavi floresansi, giysilerin "beyazdan daha beyaz" goriinmesini saglar

(Sekil 1.87) (Li, 2013).

Sekil 1.87. 4,4'-Bis(benzoksazol-2-il)stilben

1.3.2.2. Benzoksazol Tiurevlerinin Genel Sentez Yontemleri

Benzoksazol sentezinde geleneksel yontem, ana prekiirsér 0-aminofenoliin cesitli
karbonil bilesikleriyle farkli reaksiyon kosullar1 altinda kondenzasyonunu kapsamaktadir.
Asagida, o-aminofenol ile asitler ve asit tiirevleri, aldehitler, benzil alkol, benzoil kloriirler,
alkinonlar, izotiyosiyanatlar, ketonlar, orto-esterler ve stirenler gibi cesitli substratlar
kullanilarak gergeklestirilen sentez protokolleri ve ardindan farkli baslangic maddeleri
tizerinden gerceklestirilen benzoksazol sentez prosediirleri sunulmustur (Ji Ram vd., 2019;

Soni vd., 2023).

Literatiirde baslangi¢ maddeleri olarak 0-aminofenoller ve ¢esitli karboksilik asitler
kullanilarak yapilan farkli reaftifler tizerinden basarili sonuglar elde edilen gesitli calismalar
yer almaktadir. Hein vd. (1957), polifosforik asit (PPA) varhiginda ve 250 °C’de uygun

karboksilik asit ile kondenzasyon reaksiyonu ile 2-siibstitiie benzoksazollerin elde edildigini
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bildirmistir. 1970 yilinda Kanaoka ve ekibi, polifosfat esteri (PPE) katalizorliigiinde daha
hafif kosullarda ve 100 °C'de benzoksazoller elde etmislerdir (Kanaoka vd., 1970). 1984
yilinda ise fosforpentoksit, hekzametilendisiloksan ve 1,2-diklorobenzenin azot atmosferinde
sitilmasiyla elde edilen ile trimetilsililpolifosfat esteri (PPSE) katalizorliigiinde benzoksazol
sentezi gergeklestirilmistir (Aizpurua ve Palomo, 1984). Son olarak, Rezazadeh ve
arkadaglar1 (Rezazadeh vd., 2015), trifenilfosfin (PPhs) ve trikloroizosiyaniirik asit (TCCA)
sistemi varliginda basit ve pratik bir protokolle yiiksek verimde benzoksazoller elde
etmislerdir. Bu yontem, genis bir substrat yelpazesine uygulanabilirligi ve hafif reaksiyon
kosullar1 altinda ucuz reaktiflerin kullanimi ile mevcut metodolojilere 6nemli bir katki

saglamaktadir (Sekil 1.88).

NH2 (a) O
+ R-COOH ———> )—R
OH N

(2) PPA, 250 °C; PPE, 100 °C; PPSE; PPhs, TCCA, 1-4-dioksan, 190 °C

Sekil 1.88. o-Aminofenoller ve ¢esitli asitlerden hareketle benzoksazol sentezi

Boissarie ve arkadagslarinin 2011 yilinda raporladigi ¢caligmada, aril halid, izosiyaniir
ve 2-aminofenoliin paladyum Kkatalizi altinda gerceklestirilen verimli ve kullanigh {ig
bilegenli kondenzasyonu ile ¢esitli benzoksazol tiirevlerinin iyi verimlerde elde edildigi

bildirilmistir (Sekil 1.89) (Boissarie vd., 2011).

PdCl,, dppf
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R_I/T bl N N Cs,CO; NN /AR
» P & -
Y OH Toluen, refliiks O Y

X: Br, I, OTf 69-99 %
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Sekil 1.89. Aril halojeniir, izosiyaniir ve 0-aminofenollerden hareketle benzoksazol sentezi

2012 yilinda Bastug ve arkadaslari, siibstitiie anilinlerin fonksiyonel orto-esterlerle
kondensasyonu ile benzoksazol tiirevlerinin hazirlanmasi i¢in etkili bir yontem gelistirmistir.
Reaksiyon, boron trifloriir eteratlar (BF3-OEt;) varliginda oda sicakliginda gergeklestirilmis
ve 3 saat i¢inde iyi/milkkemmel verimlerle tamamlanmigtir. Hem elektron-verici hem de
elektron-cekici gruplarla etkin bir sekilde gergeklesen bu yontemin, fonksiyonel alkil yan
zinciri tasiyan benzoksazollerin sentezi igin etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 1.90) (Bastug
vd., 2012).
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Sekil 1.90. o-Aminofenoller ve orto-esterlerden hareketle benzoksazol sentezi

o-Aminofenoller ile alifatik veya aromatik aldehitlerden yola ¢ikarak gergeklestirilen
benzoksazol sentezlerinde, Gorepatil ve arkadaslar1 2013 yilinda samaryum triflat (SmOTY)
kullanarak hafif kosullarda sulu ortamda 2-siibstitiie benzoksazoller elde etmistir. SmOTT,
yeniden kullanilabilir asidik katalizor olarak ¢evre dostu bir yontem sunmaktadir (Gorepatil
vd., 2013). Benzer sekilde, Wang ve arkadaslarinin patent caligmasinda, aromatik
aldehitlerin 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon (DDQ) katalizorliigiinde DCM ig¢inde
oda sicakliginda karistirilmasiyla orta ila yiiksek verimlerde benzoksazol tiirevleri elde
edilmistir (Sekil 1.91) (Wang vd., 2020).

NH, H (a) o]
O - L, o O
OH o R N

(8)(SmOTH();, etanol: H,O (2:1); DDQ, DCM. (R) alkil, aril

Sekil 1.91. o-Aminofenoller ve aldehitlerden hareketle benzoksazol eldesi

Liu ve arkadaglar1 2013 yilinda, hava atmosferinde o-aminofenollerin palladyum
katalizorliigiinde aerobik oksidasyonu ile orta/ iyi verimlerde 2-aminobenzoksazoller elde
etmistir. Bu yontemin genis bir substrat yelpazesi, deneysel sadelik, hafif kosullar ve kolay
erisilebilir baslangi¢c malzemeleri gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica, azot iceren diger

heterosiklik yapilarin sentezine de uygulanabilmektedir (Sekil 1.92) (Liu vd., 2013).

NH
X 2 Pd(PPh XN R
Ry~ +  R,-NE=- S L >N
= 2 - L~ H
OH dioksan O

Sekil 1.92. o-Aminofenollerden hareketle Pd katalizli 2-aminobenzoksazol tiirevlerinin eldesi

Mayo ve arkadaslar1 2014 yilinda 2-aminofenollerin B-diketonlar ile Brensted asidi
Cul katalizorliigiinde siklizasyon reaksiyonlar1 gerceklestirmistir. Bu yontemle cesitli 2-
siibstitiie benzoksazoller elde edilmis ve farkli siibstitiientler igin optimize edilmis reaksiyon
kosullart sunulmustur. Sonug olarak, iyi verimlerde benzoksazol bilesikleri sentezlenmistir

(Sekil 1.92) (Mayo vd., 2014).
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Sekil 1.93. 2-aminofenoller ve p-diketonlardan hareketle siklizasyon reaksiyonu fizerinden
benzoksazol eldesi

2015 yilinda Zhang ve arkadaslar1 tarafindan raporlanan bir ¢alismada bakir katalizli
tandem kondenzasyon/oksidasyon reaksiyonu kullanilarak o-aminofenoller ile arilmetil
kloriirlerden hareketle 2-arilbenzoksazollerin kolay ve verimli bir sekilde sentezi
gerceklestirilmistir. Kolay temin edilebilir, diisiik maliyetli zararsiz bir oksidan olan
potasyum nitrat (KNO3) ve basit bir reaktan olan arilmetil kloriirlerin kullanilmasi bu

reaksiyonun avantajlari arasindadir (Sekil 1.94) (Zhang vd., 2015).

- V2 Cu(OAc),, KNO, O
R +  Ar—CH,CI > RpiL )—Ar
Mo KHCO;, PhCl, X

140°C, 20 sa

Sekil 1.94. o-Aminofenoller ile arilmetil kloriirlerin reaksiyonu sonucu benzoksazol eldesi

Neumann ve ekibinin c¢alismasinda, 0-aminofenoller kullanilarak aril ve vinil
bromiirlerden 2-(hetero)aril veya 2-stiril benzoksazollerin sentezi gergeklestirilmistir. Bu tek
kapta uygulanan ydntemle, 2-aminofenoller niikleofil olarak rol oynar; ardindan
aminokarbonilasyon islemi ve asit katalizli halka kapamasi ile heterosiklik yapi olusur.
Metodoloji, orta ile miikemmel verimlerde iiriin elde edilmesine ve genis bir substrat

cesitliligine imkan tanimaktadir (Sekil 1.95) (Neumann vd., 2015).

Br

AN RIS O>_//_@R1
Ry | /
Z N

_
M1 pd katalizor

=z NH, 2 CH;SO;H
>a -0
Ry g /4 /
2 7 = N \ >R2
Sekil 1.95. 0-Aminofenoller ve aril/ vinil bromiirlerden hareketle benzoksazol sentezi

Kasthuri ve ekibinin yaptig1 bir calismada, zararsiz elektrofilik siyanatlayici ajan olan

N-siyano-N-fenil-p-toluensiilfonamid (NCTS), cesitli 2-aminofenol tiirevleri ile lityum
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hekzametildisilazit (LiIHMDS) varliginda reaksiyona sokularak kolayca 2-aminobenzoksazol
ve 2-aminobenzimidazol tiirevleri sentezlenmistir. Bildirilen yontem, kolay uygulanabilirligi,

kisa reaksiyon siiresi ve basit saflagtirma siirecleri gibi avantajlar sunmaktadir (Sekil 1.96)

(Kasthuri vd., 2015).
CN‘N/© 1 ekv. LIHMDS

OH | X0
X + =S= EEEE— |
R 0=5=0 THF RT@[ )—NH,
Z  NH, 50C = 1t, 1 sa N

Sekil 1.96. NCTS ve ¢esitli 2-aminofenol tiirevlerinden hareketle benzoksazol sentezi

Nguyen ve arkadaslarmin 2017 yilinda bildirdigi c¢alismada, o-aminofenoller ile
ketonlar arasinda elementel siilfir ve N-metilpiperidin kullanilarak oksidatif yeniden
diizenlenme reaksiyonu ile 2-siibstitiie benzoksazoller i¢in ekonomik bir sentez yontemi
gelistirilmistir. Hafif kosullarda gergeklestirilen bu protokol, alifatik ve aromatik ketonlar ile
genis bir 2-alkilbenzoksazol tiirevlerinin elde edilmesini saglamistir (Sekil 1.97) (Nguyen ve
Retailleau, 2017).

NH (0] R'
X 2 3 ckv. S (32¢/mol X O
R + N e S(2moh o R —
= OH R' 1 ekv. N-metilpiperidin Z~N

80°C, 15 sa

Sekil 1.97. 2-Aminofenollerin ketonlardan hareketle benzoksazol eldesi

Zhang ve arkadaslarinin 2021 yilinda bildirdigi c¢alismada, oksidatif siklizasyon
yoluyla cesitli 2-siibstitiie benzoksazoller iyi verimlerle elde edilmistir. C=C c¢ift baglan tek
karbon kaynagi olarak kullanilarak, geleneksel yontemlere kiyasla atom-ekonomik bir
yontem sunulmustur. Elementel siilfir (S), 2-aminofenollerin benzoksazol tiirevlerine
doniistimiinii tesvik eden etkili bir oksidan olarak gérev yapmis ve ¢oziiciistiz/metalsiz
kosullar altinda kolayca uygulanabilir bir reaksiyon gerceklestirilmistir (Sekil 1.98) (J.
Zhang vd., 2021).
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NH "S"
AN 2 (@) x—N
R{I * A N-metilpiperidi R@: Van
— OH -metilpiperidin Z 0 Ar

110 °C, 36 sa
Sekil 1.98. 2-Aminofenoller, stirenler ve elementel siilfiirden hareketle benzoksazol eldesi

2024 yilinda Mathavan ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada, a-keto asitler ve 2-
aminofenoller {izerinden bazik ortamda 2-aril siibstitiie benzoksazoller sentezlendigi
bildirilmistir. Oda sicakliginda gergeklestirilen bu protokol, genis bir iiriin yelpazesi ile ve
%87-99 verimle hedef {iriinlerin sentezleri saglanmistir. Bu yontem katalizor
kullanilmamasi, kisa reaksiyon siireleri, kolay islem kosullar1 ve kromatografi gerektirmeyen
saflastirma islemleri gibi avantajlariyla dikkat ¢ekmektedir (Sekil 1.99) (Mathavan vd.,
2024).

(0] R4
o -OH K,CO;, H,O % o} /
RL N OH — » R — | / \
! / + R _I \ /
NH, T e} oda sicaklig1 N —
Sekil 1.99. a-Keto asitler ve 2-aminofenolden hareketle benzoksazol sentezi

2006 yilinda rapor edilen ¢alismada, bakir katalizorlii o-haloanilidlerin siklizasyonu
ile benzoksazoller elde edilmistir. Reaksiyonun mekanizmasinin, orto-haloanilidlerin
intramolekiiller C—O c¢apraz baglanmasimnin ardindan Cu(I)/Cu(Ill) yolu ile oksidatif
ekleme/indirgeme yoluyla ilerledigi One siiriilmektedir. Ayrica, ligand hizlandirma ve
stabilizasyonunu saglamak amaciyla 1,10-fenantrolin ve N,N'-dimetiletilendiamin gibi ¢esitli
ligandlar kullanilmigtir (Sekil 1.100) (Evindar ve Batey, 2006).

X% o Cul, 1,10-Phen N
R L L » R1:—<):O\>—R2

H Ro Cs,CO;5, DME,
refluks, 24 sa

X: Cl, Br, |
Sekil 1.100. o-Haloanilitler tizerinden benzoksazol eldesi

2008 yilinda Viirre ve arkadaglari, benzoksazol sentezi i¢in iki yaklasim gelistirmistir.
Ik ydntemde, 1,2-dihaloarenler ve primer amitler kullanilarak bakir katalizor esliginde
intermolekiiler ¢apraz baglanma ile dnce Ar-N bagi, ardindan intramolekiiler siklizasyon ile

Ar-O bagi olusturulmustur. Bu yontemle oOzellikle 1,2-dibromobenzenin yiiksek verimle
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reaksiyona girmesi saglanmistir (Sekil 1.101a). Ikinci yontemde ise, 2-bromoanilinler asit
kloriirlerle sezyum karbonat (Cs,CO3), Cul ve 1,10-fenantrolin varliginda mikrodalga
1sinimi altinda reaksiyona girmistir. Bu tek kap protokolde anilinin agilasyonu sonrasi bakir
katalizli intramolekiiler siklizasyon ile benzoksazol halkasi elde edilmistir (Sekil 1.101b)
(Viirre vd., 2008).

Br e}
Cul, DMEDA 0
a. + )]\ s />—R
Br HoN R K;POy, toluen, 110°C, N

48 veya 24 sa

Br o) Cul, 1,10-Phen Se)
\ |
i » R— R
b. R P + CI)J\RQ C5,CO3 MeCN 1 (/:EN/>_ 2

NH 210 °C, mikrodalga, 15 dk

Sekil 1.101. 1,2-Dihaloarenler/primer amitler tizerinden benzoksazol eldesi

2009 yilinda Saha ve arkadaslari, hava atmosferinde bakir (II) oksit (CuO)
nanopartikiilleri kullanarak o0-bromoaril tiirevlerinin intramolekiiler siklizasyonu ile
benzoksazoller elde etmistir. CuO nanopartikiilleri, kolayca erisilebilir olmalari, hava
atmosferinde kararli kalmalar1 ve reaksiyon sonrasi geri kazanilip yeniden kullanilabilmeleri
nedeniyle cesitli organik bilesiklerin sentezinde tercih edilmektedir. Bu prosediir, basit, genel
ve genig bir substrat yelpazesi ile ligand igermeyen kosullarda iyi verimle benzoksazollerin

sentezine olanak tanimaktadir (Sekil 1.102) (Saha vd., 2009).

H
X N\H/Rz CuO nanopartikiilleri X N,
Rl_l > Rl_l \>—R2
= X 0] K2CO3/ C52C03, = O
DMSO, 80-100 °C
X:Br, I

Sekil 1.102. CuO nanopartikiillerinden hareketle benzoksazol eldesi

2013 yilinda Wang ve arkadaslari, bazik ortamda gergeklestirilen formal arilasyon
reaksiyonunda benzoksazolleri agil klortir ile orta ila iyi verimlerde elde etmistir. Bu yontem,
benzoksazol baglangic iriinii ile baslayarak N-agilasyonla iminyum ara triinii olusturur.
Iminyuma su eklenmesiyle hemiasetaldehit ara iiriinii elde edilir. Daha sonra halka acilmasi,
karbonmonoksit ¢ikist ve dehidratasyon adimlari ile benzoksazoller sentezlenir. Bu yontem,
Bu yontem, 2-arilbenzoksazol eldesinde gegis metal katalizli yontemlere alternatif bir

arilasyon yontemi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.103) (Wang vd., 2013).
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Z N Ar Cl PhCI/H,0, 140 °C =

Sekil 1.103. Formal arilasyon yontemi {izerinden 2-arilbenzoksazollerin eldesi

2015 yilinda Nimnual ve arkadaslari, azidotrimetilsilan (TMSN3) ile zirkonyum (1V)
kloriir (ZrCly) veya trifilik asit (TfOH) varliginda aldehitler veya ketonlardan azido
komplekslerinin sentezini gerg¢eklestirmistir. Bu kompleksler, substratlara bagli olarak ii¢
farkli reaksiyon yolu izleyebilir: proton eliminasyonu ile nitril, aril gog¢ii ve intramolekiiler
niikleofilik adisyon (AN) ile benzoksazol, ve intramolekiiler niikleofilik siibstitiisyon ile

benzizoksazol iiriinleri elde edilebilir (Sekil 1.104) (Nimnual vd., 2015).

_N

=~
Eliminasyon
L,
LA Il R # OH, R,=H R
v O N N
TMSN; N Aril gogii
o —>» N T S—R;
R

N
i
N
‘ Y Niikleofilik
azido metanolat imin diazonyum Siibstitiisyon
kompleksi (A) iyonu (B) — \ N
R=OH, R,=H o]

Sekil 1.104. Aldehit ve ketonlardan hareketle benzoksazol eldesi

Yang ve arkadaslarinin 2018 yilinda gelistirdigi ¢alismada, ¢evre dostu bir yontemle
iyi verimlerde benzoksazol sentezi gergeklestirilmistir. Demir katalizli ardisik C-N/C-O
capraz baglanma reaksiyonlart kullanilarak 2-arilbenzoksazoller elde edilmistir. Bu
yaklasim, dar substrat yelpazesi ve uzun reaksiyon siireleri gibi kisitlamalari olan palladyum

ve bakir katalizorlere alternatif sunmaktadir (Sekil 1.105) (Yang vd., 2018).

1 F6203 o R
NH b K2C03 X Al
Rl_: P 2o | _— Ry ? R2—: / \
X DMEDA, PhMe Z N

Sekil 1.105. Benzamitten hareketle 2-siibstitiie benzoksazol sentezi

Dienofil olarak 2-fenil-4-nitrooksazol ve 2,3-dimetil-1,3-biitadien kullanilarak
kloroformda 110 °C'de yapilan sikloaddisyon reaksiyonu sonucunda 5,6-dimetil-2-
fenilbenzoksazol (%13) ve 5,6-dimetil-2-fenil-4,7-dihidrobenzoksazol (%71) karisimi elde
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edilmigtir. Daha sonra, 4,7-dihidrobenzoksazol, DDQ varliginda kaynama sicakliginda
aromatize edilerek 5,6-dimetil-2-fenilbenzoksazol verimi artirilmistir (Sekil 1.106) (Ji Ram
vd., 2019).

i ON_ N CHCl4 N N
T e X X
O>_ 110°C o>_P o>_P
| A

DDQ, Benzen, 1s1

Sekil 1.106. 2-Fenil-4-nitrooksazol ve 2,3-dimetil-1,3-biitadienden hareketle benzoksazol eldesi

Dang ve arkadaslarinin 2020 yilinda gergeklestirdigi ¢alismada, o-nitrofenoller ve
benzaldehitlerden hareketle, elemental siilfiir ve 1,4-diazabisiklo[2.2.2]oktan (DABCO)
kullanarak ¢oziicli ve katalizor olmadan dogrudan redoks kondenzasyonu saglayan yeni bir
cevre dostu yontem gelistirilmistir. Bu protokol ile genis bir yelpazede, iyi verimle 2-

arilbenzoksazol tiirevleri elde edilmistir (Sekil 1.107) (Dang vd., 2020).

NO
N 2 g 3. ekv. "S" XN
R—:@ + >—Ar —————» R+ \>—Ar
= OH H 1 ekv. DABCO Z~0

130 °C, 2 sa
Sekil 1.107. Elementel siilfiir, DABCO, o-nitrofenol ve aldehitlerden hareketle benzoksazol sentezi

Tang ve arkadaslan tarafindan 2020 yilinda bildirilen bir ¢aligmada, bakir katalizli
intramolekiiler ~ O-arilasyon  yontemiyle  o0-halobenzanilidlerden  benzoksazoller
sentezlenmistir. Bu protokol, elektron donorii ve akseptorii igeren ¢esitli substratlara
uygulanabilir ve yiiksek verimle {iriin elde edilmesini saglar. Ayrica, suyun ¢oziicli olarak

kullanilmas1 yontemin ¢evre dostu olmasini saglamaktadir (Sekil 1.108) (Tang vd., 2020).

R . Cu(OAc),, DPPAP N
e - S
0 Et;N, H,0 o
X
X:Br, 1

Sekil 1.108. Benzoksazol sentezinde intramolekiiler O-arilasyon sentezi
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2022 yilinda Yuan ve arkadaglarinin yayimnladigi bir ¢alismada, demir (III) kloriir
(FeCl3), tert-butil hidroperoksit (TBHP) ve trietilamin (Et;N) katalizorligiinde ve DMF
yardimli 1,5-aril gé¢ii ile radikal siklizasyonu yoluyla orta/iyi verimlerde 2-arilbenzoksazol
sentezi gerceklestirilmistir. Mekanizma ¢alismalari, DMF’in radikal siklizasyonda katalitik
rol oynadigint ve 1,5-aril grubunun gocii ile dimetilkarbamoilin C-C baginin kirilmasinin
ardindan intramolekiiler yeniden diizenlenme ile benzoksazol sentezinin gergeklestigini

bildirmistir (Sekil 1.109) (Yuan vd., 2022).

R
Lol @1 CE O
FeCl;, TBHP, Et3N

R4
¢ R4 7z
/ h litik C-O
omoliti o
N QJV ba 1 kirilmasi R —)
Rzl_ O 4R /
Q —
= N 1,5- arll go¢ii N
N

/\

Sekil 1.109. o-izosiyanodiaril eterlerden hareketle benzoksazol eldesi ve dnerilen mekanizmasi

1.3.2.3. Antikanser Etkili Benzoksazol Tiirevleri

Aiello ve arkadaglarimin 2008 yilinda yayinladigl calismada, giiclii antitiimor etkisi
bilinen 2-(3,4-dimetoksi-fenil)-5-florobenzotiyazol (47) bilesiginden yola ¢ikarak bir dizi 2-
aril-benzoksazol tiirevi sentezlenmis ve MCF-7 ile MDA 468 meme kanseri hiicre
hatlarindaki etkinlikleri degerlendirilmistir. Sonuglar, bazi analoglarin (48 ve 49) her iki
hiicre hattinda submikromolar Gls, degerleri gosterdigini ortaya koymustur. Ancak, bu yeni
bilesikler, temel bilesik 46 nin antikanser potansiyelini yakalayamadig: bildirilmistir (Sekil
1.110) (S. Aiello vd., 2008).

Q@ Josse s

R,: OMe, Ry: H, Ry: H (47)
R,: H, R,: OMe, R;: OMe (48)

Sekil 1.110. 2-(3,4-Dimetoksi-fenil)-5-florobenzotiyazol (47), 5-Floro-2-(2-metoksifenil)benzoksazol
(48) ve 5-floro-2-(3,4-dimetoksifenil)benzoksazol (49)
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Oksuzoglu ve arkadaglarmin 2008 yilinda gergeklestirdikleri bir caligmada, ¢esitli
stibstitiie benzoksazol ve benzimidazol yapisina sahip bilesiklerin dkaryotik DNA Topo Il
tizerindeki inhibitor potansiyelleri degerlendirilmistir. Buna gore, bilesik 50, 51, 53, 5, 56, 57
ve 58’in kamptotesinden daha giiclii Okaryotik DNA Topo | inhibitorleri olarak
belirlenmistir. Bilesik 52, 54 ve 55 ise etoposidten daha giiglii hTopo Il enzim inhibisyon
aktivitesi gostermistir. Yapilan yapi-aktivite ¢aligmalartyle, hTopo Il inhibisyonu agisindan
benzoksazol halkasinin benzimidazolden daha 6nemli oldugunu bildirilmistir (Cizelge 1.3)

(Oksuzoglu vd., 2008).

Cizelge 1.3. Oksuzoglu ve arkadaslarinin hTopo | ve hTopo Il inhibisyon verileri

B| X |Y|R|R P'g;g u'ﬁf* No | X | Y | R [R; :1(1\:’;8‘ Jﬁio*
50 O | - [NHy| H | 495 580 5| O | CH, | H |CI| 4435 | NE
51| O | - [NHy| F | 1323 | 4878 | 57 [NH|CH,O| H |H| 141 | NE
52| O | - | Cl |CHs| 1065 223 | 58 [NH|CH,O|NO,|H | 248 | 2456
53| O | - |[NH| Br | 1341 NE |CPT 526 -
54| O |CH,| H |[NO,| NE 17,4 | EP - 170
55| O |CH,|[NO,|NO,| NE 91,4

*hTopo | enzim inhibisyon degerleri; ** hTopo Il enzim inhibisyon degerleri, B: Bilesik, CPT: Kamptotesin, EP:
Etoposid, NE: Degerlendirilmedi (Not evaluated).

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, in silico farmakofor modelleme yontemi ile yeni
potansiyel protein tirozin kinaz (PTK) inhibitorleri tasarlanmistir. Antikanser aktivite testleri,
bilesik 58’in RPMI-8226 i¢in 0,7244 uM, bobrek kanseri (A498) icin 0,8511 pM ve prostat
kanseri (PC-3) i¢in 0,7932 uM ICs, degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gosterdigini ortaya
koymustur. Ayrica, bilesik 59’un insan meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-468) 0,07
uM ICsg degeriyle umut verici bir aktivite sergiledigi belirlenmistir. Molekiiler kenetlenme
caligmalari, bilesigin PTK ile iyi baglanma modelleri gosterdigini ve farmakokinetik
sonuglarin olumlu oldugunu dogrulamistir; béylece bilesik 59’un gelecekteki ¢alismalarda

potansiyel bir 6nciil molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 1.111) (Chikhale vd., 2018).
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Sekil 1.111. 2-(Benzoksazol-2-ilamino)-N-(2-kloro-4-florofenil)-4-metil-6-(3-nitrofenil) pirimidin-5-
karboksamid (59)

2018 yilinda Labib ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, benzimidazol,
benzoksazol ve benzotiyazol c¢ekirdekleri iceren azol-hidrazon tiirevleri tasarlanmis,
sentezlenmis ve MCF-7 ile HepG2 hiicre hatlarinda in vitro sitotoksisiteleri
degerlendirilmistir. Benzoksazol halkasi tagiyan bilesik 60, MCF-7'ye kars1 ICso = 0,067 uM
degeri ile en yiiksek antikanser aktiviteye sahip bilesiklerden biri olarak belirlenmistir.
Ayrica, bilesik 60, EGFR inhibisyon aktivitesi acgisindan da ileri testlerde en yiiksek
aktiviteyi gostermistir (Sekil 1.112) (Labib vd., 2018).

Cl

N N=
CL-Or
(0]
Sekil 1.112. (E)-2-(4-(2-(4-klorobenziliden)hidrazinil)fenil)benzoksazol (60)

2019 yilinda El-Helby ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, bir dizi
benzoksazol bilesigi tasarlanmig, sentezlenmis ve HepG2, HCT-116 ve MCF-7 hiicre
hatlarina kars1 potansiyel antikanser aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore,
bilesik 61, HepG2, HCT-116 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 sirasiyla 4,13 £ 0,2, 6,93 + 0,3 ve
8,67 £ 0,5 uM ICsq degerleriyle en yiiksek antikanser aktiviteyi gostermistir. Ayrica, bilesik
61 ve 62'nin vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii-2 (VEGFR-2) inhibisyonu,
referans inhibitor sorafenibe (ICso = 0,1 £ 0,02 uM) kiyasla sirasiyla 0,07 = 0,01 ve 0,08 +
0,01 uM ICsq degerleriyle giiglii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 1.113) (EI-
Helby vd., 2019).
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Sekil 1.113. 3-(Benzoksazol-2-iltiyo)-N-(4-(N-siklohekzilkarbamoil)siilfamoil) fenil) propanmid (61)
ve N-(4-(N-siklohekzilkarbamoil)siilfamoil)fenil)-3-((5-metil benzoksazol-2-il)tiyo)propanmid (62)

2019 yilinda Philoppes ve Lamie tarafindan yapilan ¢alismada, fitalimid ¢ekirdegi
iceren bir dizi benzoksazol tiirevi sentezlenmis ve antikanser etkileri ile EGFR ve HER2
enzimleri ilizerindeki inhibisyon potansiyelleri degerlendirilmistir. En etkili bilesik 63,
HepG2 ve MCEF7 hiicrelerinde sirasiyla 0,011 ve 0,024 puM ICsy degerleri ile yiiksek
sitotoksisite gostermistir. Hiicre dongiisii analizi, bu bilesiklerin pre-G1 apoptozu ve G2/M
evresinde duraklatma etkisi oldugunu ortaya koymus ve apoptozun kaspaz-7 ve kaspaz-9'un

aktivasyonu yoluyla gerceklestigi ongoriilmistiir (Sekil 1.114) (Philoppes ve Lamie, 2019).

OO

o
Sekil 1.114. 2-(4-(Benzoksazol-2-il)-2-metilfenil)izoindolin-1,3-dion (63)

2020 yilinda Jiao ve arkadaslarinin bildirdigi bir ¢alismada sanal tarama ile 2-(2-
aminobenzotiyazol-6-il)benzoksazol-5-amin tiirevleri tasarlanmis ve sentezlenmistir.
Bilesiklerin anti-timor aktiviteleri g¢esitli hiicre hatlarina karsi taranmustir. Elde edilen
verilere gore bilesik 64, HeLa hiicrelerine kars1 380 nM ICs ile yiiksek bir antiproliferatif
etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Sekil 1.115) (Jiao vd., 2020).
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Sekil 1.115. 2-(2-aminobenzotiyazol-6-il)benzoksazol-5-amin (64)

Afzal ve arkadaslarinin 2021 yilinda raporladigi calismada, insan monoagilgliserol

lipaz (MAGL) inhibitorleri olarak tasarlanan on adet 2-pirolidinon benzoksazol tiirevi
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bilesikler sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Bu bilesiklerden 64 ve 65 numarali olanlar,
Ulusal Kanser Enstitiisii'niin 60 insan kanser hiicre hatti iizerinde antikanser aktivite
taramasina tabi tutulmustur. Sonuglar, bu bilesiklerin SNB-75 hiicre hattinda sirasiyla
%35,49 ve %31,88 biiylime inhibisyonu sagladigin1 gdstermistir (Sekil 1.116) (Afzal vd.,
2021).

R: NO, (64), SO,NH, (65)

Sekil 1.116. 4-(Benzoksazol-2-il)-1-(4-nitrofenil)pirolidin-2-on (64) ve 4-(4-(benzoksazol-2-il)-2-
okzopirolidin-1-il)benzenstilfonamit (65)

Osmaniye ve arkadaslarmin 2021 yilinda bildirdigi ¢alismada, antikanser aktiviteye
sahip Phortress'in aktif metaboliti (5F-203) yapisindaki benzotiyazol ¢ekirdegi, biyoizosterik
olarak benzoksazol ile degistirilerek yeni Phortress analoglari elde edilmistir. Bu bilegiklerin
antikanser aktiviteleri HT-29, MCF7, A549, HepG2 ve C6 kanser hiicreleri {izerinde
degerlendirilmistir. Sonuglar, 66 ve 67 numarali bilesiklerin doksorubisine kiyasla iyi
aktivite gosterdigini ve muhtemelen Phortress ile ayni etki mekanizmasiyla onemli

antikanser aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur (Sekil 1.117) (Osmaniye vd., 2021).

n: 2 (66), 3 (67)

Sekil 1.117. N-(4-(Benzoksazol-2-il)fenil)-2-(4-(2-(dimetilamino)etil)piperazin-1-il)asetamid (66) ve
N-(4-(Benzoksazol-2-il)fenil)-2-(4-(3-(dimetilamino)propil)piperazin-1-il)asetamid (67) bilegikleri

2021 yilinda Karatas ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; benzoksazol halkasinin 5
(veya 6) pozisyonu i¢in elektron g¢ekici ve hidrofilik bir grup ve 2. konumdaki fenil
halkasinin ozellikle para konumunda siibstitiie hidrofobik alkil zincirleri bulunan
benzoksazol ve oksazolo[4,5-b]piridin tiirevi g¢esitli molekiller yapilar tasarlanmistir.
Calismada 5 (veya 6) konumunda nitro grubu tasiyan yeni 2-(siibstitiie fenil)benzoksazol

tirevleri ve 2-(siibstitiie fenil)oksazolo[4,5-b]piridinlerin insan Topo lla  enzimleri
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izerindeki inhibitor etkileri referans bilesik etoposid varliginda degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglarda; 5-nitro-2-(4-biitilfenil)benzoksazol (68) ve 2-(4-biitilfenil)oksazolo[4,5-
b]piridin (69) molekiillerinin insan Topo lla {izerindeki inhibitér etkileri (ICso=2 puM ),
etoposid ile kiyaslandiginda (ICsp = 10 uM), bu bilesiklerin etoposidten daha iyi bir
potansiyele sahip olduklar1 gosterilmistir. Yapilan kenetlenme ve Molekiiler Dinamik (MD)
caligmalarina gore, bilesiklerin reseptoriin aktif bolgesinin yakininda bulunan rezidiiler ile
cesitli etkilesimler gosterdigi ortaya konulmustur. Test edilen bilesiklerin ilaca benzerligi ve
farmakokinetik ozelliklerinin in silico tahminleri yapilmig ve iyi bir biyoyararlanim
sergileyecekleri Ongdriilmiistiir. Ek olarak, bu calismada fenil halkasinin orto ve para
pozisyonlarinda hidrofobik ve hacimli bir grubun varligimin Topo lla inhibitor aktivitesini
arttirmada 6nemli bir rolii oldugu rapor edilmistir. En etkili bilesiklerin fenil halkasinin para
pozisyonunda n-biitil grubu tasiyan bilesikler oldugu ve para pozisyonunda daha fazla
hidrofobik ve sterik siibstitiisyona sahip olundugunda, daha iyi Topo lla inhibisyon aktivitesi
elde edilecegi bildirilmistir. Bunun yaninda, benzoksazol halkasinin 5. veya 6. konumlarda
bulunan nitro grubunun aktiviteye etkisi karsilastirildiginda 5 numarali konumunun 6’dan
daha iyi Topo lla inhibisyon potansiyeli saglamada etkili oldugu bildirilmistir (Sekil 1.118)
(Karatas vd., 2021).

| D O>—< }
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X: C (68), N (69)
Sekil 1.118. 5-Nitro-2-(4-biitilfenil)benzoksazol (68) ve 2-(4-biitilfenil)oksazolo[4,5-b]piridin (69)

Liu ve arkadaglarmin 2021 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, fosfodiesteraz 4
(PDE4)/tubulin ikili inhibitorleri olarak tasarladiklar1 7-trimetoksifenilbenzoksazol ve 4-
trimetoksifenilbenzoksazol tiirevlerinin antikanser etkinlikleri degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore; 6zellikle indol-5-il yan zinciri tasiyan bilesik 70, U251 hiicrelerinde
300 = 50 nM 1Csp, A549 ve H460 hiicrelerinde ise ortalama 39,5 nM ICs, degerleri ile
dikkate deger sitotoksisite sergileyerek yeni ve etkili bir PDE4/tubulin ikili inhibitorii olarak
tanimlanmustir (Sekil 1.119) (Liu vd., 2021).
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Sekil 1.119. 2-(1H-indol-6-il)-7-(3,4,5-trimetoksifenil)benzoksazol (70)

Zilifdar Foto ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptigi ¢alismada, (5 veya 6)-amino-2-
(stibstitiie fenil veya benzil) benzoksazol tlirevlerinin in vitro kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik, genotoksik aktiviteleri ve Topo enzimi tizerindeki inhibitér potansiyelleri
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, bilesik 71, calisilan tiim kanser hiicrelerinde 50
uM'nin altinda selektif sitotoksik etkisi ile en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Ayrica, yapi-
aktivite caligmalarina gore, benzoksazol halkasinin 2. konumundaki metilen kdpriisiiniin
bilesigin antiproliferatif 6zelligini ve Topo enzimi iizerindeki inhibisyon etkilerini azalttig1
bildirilmistir (Sekil 1.120) (Zilifdar Foto vd., 2022).

Sekil 1.120. 2-(4-Etilfenil)benzoksazol-5-amin (71)

Elwan ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptig1 ¢alismada, on ti¢ yeni benzoksazol tiirevi
bilesik sentezlenmis ve MCF-7, HCT116 ve HepG2 kanser hiicrelerinde antitiimoral aktivite
ve VEGFR-2 Kkinaz aktivitesine kars1 inhibitor potansiyelleri degerlendirilmistir. Bilesik 72,
MCF-7, HCT116 ve HepG2 hiicrelerinde sirastyla 3,43, 2,79 ve 2,43 uM ICs, degerleri ile
standart inhibit6r sorafenibten daha yiiksek aktivite gostermistir. Ayrica, bilesik 72, VEGFR-
2 inhibisyonunda 0,0554 puM ICs, degeri ile milkemmel bir aktivite sergilemistir (Sekil
1.121) (Elwan vd., 2022).
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Sekil 1.121. 4-(2-(Benzoksazol-2-iltiyo)asetamido)-N-(4-nitrofenil)benzamit (72)
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El-Ghobashy ve arkadasglarimin 2022 yilinda bildirdigi bir ¢alismaya gore
sentezledikleri ¢esitli benzoksazol tiirevi bilesikleri ve MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre
hatlarina karg1t anti-meme kanseri aktivitesi icin MTT deneyi ile taranmistir. En giiclii
sitotoksik bilesikler in vitro PARP-2 enzim inhibisyonu agisindan daha fazla
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore bilesik 73 ve 74, sirasiyla 0,07 uM ve 0,057
uM ICsy degerleriyle en aktif PARP-2 inhibitorleri olarak bildirilmistir (Sekil 1.122) (El-
Ghobashy vd., 2022).

(0]
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R: morfolin (73), piperidin-1-il (74)

Sekil 1.122. N-(4-(5-klorobenzoksazol-2-il)fenil)-3-morfolinopropanamid  (73) ve N-(4-(5-
klorobenzoksazol-2-il)fenil)-3-(piperidin-1-il)propanamid (74)

Jiang ve arkadaslari tarafindan 2022 yilinda bildirilen bir ¢calismada paklitakselin C-13
yan zincirini tastyan yirmi alti yeni paklitaksel-benzoksazol hibriti sentezlenmis ve cesitli
kanser hiicre hatlar1 iizerinde antiproliferatif etkileri incelenmistir. Buna gore Ozellikle
bilesik 75’in, HepG2 hiicre proliferasyonunu 17,6 +0,8 uM ICsq degeri ile en iyi sekilde
inhibe ettigi bildirilmistir (Sekil 1.123) (Jiang vd., 2022).

Paklitaksel

Sekil 1.123. Paklitaksel ve 2-((2-fenilbenzoksazol-4-il)oksi)etil (2R,3S)-3-benzamido-2-hidroksi-3-
fenilpropanoat (75)

2022 yilinda Orsi ve arkadaslarinin c¢aligmasinda, peroksizom proliferator ile
etkinlestirilen reseptér gama (PPARy) hedef alinarak niikleer reseptor korepresor 1 ve 2
(NCOR1 ve NCOR?2) ile etkilesimleri artiran benzoksazol ¢ekirdegi iceren invers-agonist
bilesikler tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bilesik 76 ve 77’nin fizikokimyasal 6zellikleri

miikemmel olmasa da, PPARY invers-agonistleri ile karsilastirildiginda in vitro potansiyel ve

71



etkinliklerinde gozlemlenen iyilesmeler, bu bilesiklerin PPARY invers-agonizmasinin

anlagilmasina katkida bulunabilecegini gostermistir (Sekil 1.124) (Orsi vd., 2022).
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Sekil 1.124. 2-Kloro-N-(2-(4-etilfenil)benzoksazol-5-il)-5-nitrobenzamit (76) ve 2-bromo-N-(2-(4-
etilfenil)benzooksazol-5-il)-5-nitrobenzamit (77)

AboulWafa ve arkadaglarmin 2023 yilinda yaptig1 calismada, benzoksazole baglh
piperidin halkasi tastyan bilesikler tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu bilesiklerin MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonuglara
gore, bilesiklerin 1Csq degerleri MCF-7 i¢in 33,32 + 0,2 uM, MDA-MB-231 i¢in 7,31 £+ 0,43
uM ve 1,66 = 0,08 pM ile 12,10 £ 0,57 pM arasinda bulunmustur. Referans bilesik
doksorubisine (MCF-7 ICs = 8,20 = 0,39 uM ve MDA-MB-231 ICs = 13,34 + 0,63 uM)
kiyasla dnemli antiproliferatif etkinlik gostermislerdir. Ayrica, bilesik 78 ve 79, erlotinib'e
karsi sirasiyla 0,08 = 0,002 uM ve 0,09 + 0,002 puM ile giiclii EGFR inhibisyonu géstermistir
(erlotinib 1Cso = 0,11 + 0,003 uM) (Sekil 1.125) (AboulWafa vd., 2023).

N HN-N
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Sekil 1.125. 2-(1-((4-Metoksifenil)siilfonil)piperidin-4-il)benzoksazol (78) ve 2-(1-(N’-(4-
metilbenziliden)hidrazinokarbonilmetil)piperidin-4-il)benzoksazol (79)

2023 yilinda Elkady ve arkadaslarinin bildirdigi bir calismada antikanser etkili
talidomid analogu on bir yeni benzoksazol/benzotiyazol tiirevi tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesikler, HepG-2, HCT-116, PC3 ve MCF-7 hiicrelerine karsi
sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis olup bunlardan 6zellikle bilesik 80 HepG-2, HCT-
116, PC3 ve MCF-7'ye karsi sirasiyla 6,14; 5,79; 10,26 ve 4,71 uM ICsy degerleri ile ve
bilesik 81 sirasiyla 7,93; 8,23; 12,37 ve 5,43 uM ICsodegerleri ile en yiiksek aktivite profili
sergilemislerdir (Sekil 1.126) (Elkady vd., 2023).
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Sekil 1.126. 2-(2-[(5-Metilbenzoksazol-2-il)tiyo]asetil)-N-fenilhidrazin-1-karboksamit (80) ve N-
siklohekzil-2-(5-metilbenzoksazol-2-il)hidrazin-1-karboksamit (81)

Kovéacs ve arkadaslarinin 2023 yilinda yaptig1 ¢alismada, yeni estradiol-bazli A-halka-
flizyonuna sahip oksazol tiirevleri tasarlanmis ve sentezlenmistir. Antiproliferatif etkileri
dort insan kanser hiicre hattinda degerlendirilmistir. Sonuglara gore, ozellikle 2-(4-
etilpiperazin-1-il)okzazol tiirevleri (82), giiclii antikanser aktivite sergilemekte ve kansere
neden olan hiicrelerin apoptozunu tetiklemektedir. Bu etkinin, yapisal olarak benzer ve daha
Once incelenmis antikanser ajan olan 2-metoksi-estradiole benzer sekilde oldugu
bildirilmistir (Sekil 1.127) (Kovacs vd., 2023).

Sekil 1.127. 2-(4-Etilpiperazin-1-il)okzazol tiirevi (82)

Zheng ve arkadaglarinin 2023 yilinda yaptig1 ¢alismada, klinik aday TAK-117 bilesigi
temelinde ii¢ seri siibstitiie benzoksazol tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir. Yapilan yapi-
aktivite iliskisi (SAR) ¢alismalar1 sonucunda, bilesik 83, 2.5 nM ICx, degeriyle fosfoinositid
3-kinaz-a (PI3Ka) lizerinde TAK-117'ye (ICsp: 11 nM) kiyasla ¢ok daha gii¢lii bir inhibitor
aktivite gostermistir. Ayrica, bilesik 83 HCT-116 kanser hiicre hattinda 3.79 uM ICs degeri
ile TAK-117'ye (ICso: 5,80 uM) gore 1,5 kat daha etkili bir antiproliferatif etki sergilemistir
ve saglikl hiicrelere karsi daha iyi bir segicilik gostermistir (Sekil 1.128) (Zheng vd., 2023).
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Sekil 1.128. Klinik aday TAK-117 ve 5-(3-((4aR,7aS)-hekzahidro-6H-[1,4]dioksino[2,3-c]pirol-6-
yl)kinoksalin-6-il)benzoksazol-2-amin (83)
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1.4. Molekiiler Modelleme Yontemleri

llag kesfi, hastalik etmenlerini etkili sekilde hedefleyip faydali klinik sonuglar
saglayan bilesikleri tanimlamay1 amaglayan uzun ve maliyetli bir siirectir. Bir molekiiliin ilag
haline gelmesi i¢in toplam maliyetin 2-3 milyar dolar, siirenin ise 13-15 y1l oldugu tahmin
edilmektedir (Abraham, 2005; Kannt ve Wieland, 2016; Zhang vd., 2022). Bu siireg, ilag
adaylarinin  belirlenmesi, sentezi, karakterizasyonu, optimizasyonu ve etkinliginin
degerlendirilmesi gibi temel asamalardan olusur. Ilk adim, patolojik bozuklugun belirlenmesi
ve hedef dokunun tanimlanmasidir. Bunun ardindan, kesif arastirmalari kapsaminda ilk
biiyilik tarama testleri ile umut verici afinite gosteren bilesikler (HIT molekiiller) belirlenir.
Daha detayli incelemelerle hedefe spesifik ve selektif baglanan, yeterli etkinlik gosteren
oncii molekiiller (LEAD molekiiller) segilir. Belirlenen 6ncii bilesik, biyolojik aktiviteyi ve
ADME (emilim, dagilim, metabolizma ve atilim) Ozelliklerini iyilestirmek igin cesitli
modifikasyonlara tabi tutulur. Amag, uygun in vivo farmakokinetik (PK) davranis sergileyen
ve kabul edilebilir toksisiteye sahip bilesikleri elde etmektir. Ayrica, bu molekiillerin uygun
formiilasyon ve sentez lgeklenebilirligine sahip olmasi ve Iyi Uretim Uygulamalari (GMP)
standartlarina uymasi gerekmektedir. Bu niteliklere sahip molekiiller, klinik denemeler igin
uygun ilag adaylar1 haline gelir. Klinik asamalar1 bagariyla tamamlayan bilesiklerin, ilag
olarak pazara sunulabilmesi i¢in FDA veya EMA gibi otoritelerden onay almasi
gerekmektedir. Ruhsatlandirma sonrasi, ilacin piyasada kullanim siiresince goriilen advers
reaksiyonlar ve yarar/risk dengeleri, farmakovijilans kapsaminda izlenmektedir (Sekil 1.129)

(Duelen vd., 2019; Hughes vd., 2011).

Preklinik
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Sekil 1.129. lag kesfi ve gelistirme siirecinin sematik gdsterimi
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[k ilag kesif yontemleri genellikle yiiksek verimli tarama (HTS) tekniklerine dayanur.
Ancak, teknolojik gelismeler ve veri toplamadaki ilerlemeler sayesinde potansiyel ilag
adaylarinin ve biyolojik hedeflerin sayisi artmakta, bu durum ayni zamanda ¢ok sayida
yanlig pozitif sonucun liretilmesine yol agmaktadir. Bu durum, yalnizca deneysel yontemlere
dayanarak arastirma projeleri yiiriitmeyi zorlastirmaktadir (Basith vd., 2018; Cherkasov vd.,
2014; Tropsha ve Golbraikh, 2007).

Bilgisayar destekli ilag tasarimi (CADD), terapétik etkili kimyasal ajanlarin kesfi ve
gelistirilmesi amaciyla cesitli kimyasal-molekiiler ve kuantum stratejilerini iceren bir
disiplindir. CADD'nin ilag kesif siirecindeki roli, agirlikli olarak kesif asamasinda deneysel
sentez veya test i¢in bilesenlerin filtrelenmesi ve secilmesidir. Ayrica, onay almis ilaglarin
yeni potansiyel kullanim alanlarin1 belirleme olanagi sunar (Drug Repurposing) (Medina-
Franco vd., 2007; Talele vd., 2010).

Yeni teknolojik gelismeler ve CADD tekniklerinin uygulanmasi, ilag tasarim
siireglerinde daha kapsamli ve detayli calismalar yapilmasint miimkiin kilmaktadir. CADD,
in vitro deney asamalarina ge¢meden Once biyolojik aktivite, ADME ve toksisite
tahminlerine  olanak tanir ve bilim insanlarinin  organik sentez  siireclerini
onceliklendirmelerine yardimci olur (Macalino vd., 2015). Ayrica, aktif veya toksik
molekiillerin tespiti i¢in farmakolojik, farmakodinamik ve in silico toksisite tahminlerini
iceren veri setleri sunar (Usha vd., 2017; Yu ve MacKerell, 2017). Ligand-reseptor
etkilesimlerini simiile eden yazilimlar, molekiiler etki mekanizmalarinin 6ngoriilmesine

katkida bulunmaktadir (Chang vd., 2022; Cherkasov vd., 2014).

1.4.1. Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasariminda (CADD) Kullamlan Giincel
Yaklasimlar

CAAD, reseptor yapisina dayali ve ligand yapisina dayali ilag tasarimi olmak tizere iKi
ana kategoriye ayrilir (Sekil 1.143). Reseptor yapisina dayali tasarimda, test edilen
bilesiklerin baglanma enerjileri igin hedef protein yapist bilgisi kullanilir. Ligand yapisina
dayali tasarimda ise, aktif ve inaktif molekiillerin kimyasal benzerlikleri veya kantitatif yapi-

aktivite iligskisi (QSAR) modelleri olusturulmaktadir (Kalyaanamoorthy ve Chen, 2011).

Yiiksek c¢oziiniirliiklii kristal yapmin mevcut oldugu durumlarda reseptor yapisina

dayali ilag tasarimu tercih edilirken, bilginin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadigi durumlarda
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veya membran proteinleri lizerinde ¢alisiliyorsa ligand yapisina dayali ilag tasarim tercih
edilir. Reseptor yapisina dayali tasarimin amaci, hedefle giiclii baglanma profilleri sergileyen
ve yan etki riski diisiik bilesikler tasarlamaktir (Jorgensen, 2010). Bu ydntemlerin basarisi,
etkinligi in vitro ve in vivo olarak dogrulanan ve ko-kristal yapi iizerinden belirlenen

bilesenlerle sonuglanir (Sliwoski vd., 2014).

Reseptor ve ligand yapisina dayali yaklagimlar, hem akademide hem de endiistride ilag
kesfi c¢aligmalarinda Onemli araglardir (Drwal ve Griffith, 2013). Bu yaklagimlarin
entegrasyonu, yapisal, kimyasal ve biyolojik verilere dair birgok arastirmada basarili bir
sekilde kullanilmustir (Trossini vd., 2009; Valasani vd., 2014).

Gelisen teknolojik teknikler sayesinde, X-1s1n1 kristalografisi ve NMR spektroskopisi
gibi biyofiziksel yontemler kullanilarak 3B hedef yapilarin belirlenmesi miimkiin olmustur
ve bu veriler cesitli veri tabanlarinda depolanmaktadir. Ornegin, PDB (Protein Data Bank)
(Burley vd., 2022) 81,000'den fazla protein yapisini igermektedir; ayrica PDBBIND (Wang
vd., 2004) gibi veri tabanlar1 sirasiyla 2003 yili itibariyle 5,671 ve 129 adet ligand-protein
ko-kristal yapilarin1 barindirmaktadir. Hedef yapmin mevcut olmadigi durumlarda ise
"homoloji modelleme" yontemi, kristalize edilmemis biyolojik hedeflerin 3D modellerini
olusturmak i¢in mevcut yapisal bilgileri kullanmaktadir. Bu nedenle, homoloji modelleme,
yeni terapdtik hedeflerin yapisal tasarimi veya kalsiyum kanallar1 ve bazi epigenetik ve
protein kompleksleri gibi zor kristalize edilen yapilarin kesfi icin degerli bir arag olarak

hizmet etmektedir (Sliwoski vd., 2014).
1.4.1.1. Reseptor Yapisina Dayah Ila¢c Tasarim

Kiiciik molekiillerin makromolekiilleri tanima ve etkilesime girme prensiplerini
anlamak, farmasotik arastirma ve gelistirme (Ar-Ge) acisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir
(Blaney, 2012). Reseptor yapisina dayali ilag tasarimi, deneysel olarak veya homoloji
modelleme yoluyla elde edilen makromolekiilere ait yapisal verilerin sistematik bir bigimde
kullanilmasidir (Mandal vd., 2009). Bu yaklagim, belirli elektrostatik ve stereokimyasal
Ozelliklere sahip ligandlarin tasarimina odaklanarak giiclii reseptor baglanma afiniteleri elde
etmeyi amaglar. 3B makromolekiiler yapinin bilinmesi, baglanma yeri topolojisinin dikkatli
incelenmesine ve elektrostatik 6zelliklerin analizine olanak tanir (Blaney, 2012; Mandal vd.,

2009). Kullanilan yontemler, hedef reseptoriin etkin modiilasyonu igin gerekli 6zelliklere
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sahip ligandlarin tasarimini saglar; yiiksek afiniteli ligandlar, belirli hiicresel siireglere etki

ederek istenen farmakolojik ve terapétik etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agar (Urwyler, 2011).

Reseptor yapisina dayali ilag tasarimi, hedef yapisindan hareketle potansiyel ligandlar

tanimlamak amaciyla bir dizi in silico ¢alismay1 igeren bir yaklasimdir (Sekil 1.130). Bu in

silico prosediirlerin ardindan, en umut verici bilesiklerin sentezi gergeklestirilir (Wilson ve

Lill, 2011). Sonraki asamada, ¢esitli deneysel platformlar kullanilarak potansiyel aktivite,

afinite ve etkinlik gibi biyolojik 6zellikler degerlendirilir (Fang, 2012). Aktif bilesikler

belirlendiginde, reseptor-ligand kompleksinin ii¢ boyutlu yapisi iizerinden baglanma

konformasyonlari arastirilir ve 6nemli intermolekiiler etkilesimler karakterize edilir (Kahsai

vd., 2011). Elde edilen yapisal verilerle biyolojik aktivite verileri iliskilendirilerek, baglanma

bolgesiyle yiiksek afinite artirma potansiyeline sahip yeni ligandlar tasarlanir (Shoichet ve

Kobilka, 2012)
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Sekil 1.130. Bilgisayar destekli ilag tasarim siirecinin sematik goriiniimii
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1.4.1.1.1. Molekiiler Kenetlenme (Molekiiler Doking)

Molekiiler kenetlenme (Molekiiler doking), kiiciikk molekiil ligandlarinin hedef
baglanma alanindaki konformasyonlarini yiiksek dogrulukla tahmin edebilmesi sayesinde 3B
reseptor-ligand etkilesimlerini incelemek igin yaygin bir tekniktir (Sekil 1.130 ve Sekil
1.131) (Leonardo G Ferreira vd., 2015; Meng vd., 2011). Bu yontem, olas1 konformasyonlari
ortaya cikararak hangi konformasyonlarin daha gecerli oldugunu degerlendirir, reseptor-
ligand etkilesimlerini karakterize eder ve ligand-reseptdr kompleksini stabilize eden
intermolekiiler etkilesimleri inceler (Pagadala vd., 2017). Burada kullanilan g¢esitli
algoritmalar tizerinden baglanma enerjisi ile ilgili nicel tahminler yapilarak birden g¢ok
konformasyonu elde edilmis olan ligand-reseptér komplekslerinin baglanma afinitesine

dayali olarak siralamalarin1 saglamaktadir (Huang ve Zou, 2010; Lépez-Vallejo vd., 2011).

* Molekiller Doking
* Molekiiler Dinamik

Yeni ligandlarm tasarim ve senteri

[ Molekiler Modelleme

N AT &) Reseptor Yapisma Dayah
‘; A% Ty \ Tlag Tasarim
L)

W :{ ‘\&g‘(«\

Hedef Makromolekil

[Deneysel Degertendirme |

Reseptor- Ligand Kompleksi

Sekil 1.131. Reseptor yapisina dayali ilag tasariminin ana basamaklart

Molekiiler kenetlenme siireci Sekil 1.132°de gosterilmektedir (L. G. Ferreira vd.,
2015). Burada (A) Ligandin 3B yapist; (B) Reseptoriin 3B yapist; (C) Baglanma cebine
yerlestirilen ligand ile olasi konformasyonlar olusturulur; (D) En uygun konformasyon ve
intermolekiiler etkilesimler belirlenir. Ligand (karbon atomlari magenta) ve baglanma
bolgesi rezidiileri (karbon atomlari mavi) gosterilmektedir. Su beyaz bir kiire ile ve hidrojen
baglar1 sar1 kesikli ¢izgilerle belirtilmistir. En uygun baglanma modunu belirlemek i¢in genis
bir konformasyonel alan kesfedilmeli ve her tahmin edilen baglanma konformasyonunun
etkilesim enerjisi Ongérillmelidir. Molekiiler kenetlenme yazilimlari, belirli skorlama
fonksiyonlar1 kullanarak ligand konformasyonunu degerlendirir ve minimum enerjiye
ulasana kadar siire¢ devam eder (Huang ve Zou, 2010; Kapetanovic, 2008; Yuriev vd.,
2011).
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Sekil 1.132. Molekiiler kenetlenme isleminin siireci

1.4.1.1.2. Molekiiler Dinamik (MD)

Hedef baglanma bolgesinin esnekligi, molekiiler kenetlenme agisindan énemli ancak
genellikle goz ard1 edilen bir durumdur. Molekiiler tanima sirasinda enzimler ve reseptorler
konformasyonel degisikliklere ugrayabilir (Lin, 2011). Bu degisiklikler kii¢iik olabilecegi
gibi, baz1 proteinler 6nemli konformasyonel degisiklikler gegirebilir. Bu nedenle, molekiiler

dinamik (MD) gibi teknikler esneklik sorunlarini ele almaktadir (Salsbury, 2010).

“Simiilasyon,” beklenen bir olayin taklididir. MD simiilasyonu, atomlarin ve
molekiillerin belirli bir siire boyunca etkilesime girmesine izin vererek bu yapilarin fiziksel
hareketlerini ve kimyasal etkilesimlerini analiz eden bir yaklasimdir (Durrant ve
McCammon, 2011; Kitchen vd., 2004). Bu baglamda MD, deneysel yontemlerden farkli
olarak, molekiillerin hareketlerini zaman i¢inde taklit ederek biyolojik molekiillerin yapist,
dinamikleri ve termodinamikleri hakkinda detayli bilgi saglar (Durrant ve McCammon,
2011; Hollingsworth ve Dror, 2018).

Klasik MD yonteminde atomlar kati kiireler, baglar ise yaylar olarak tanimlanir ve
atomlarin belirli bir mesafe icinde salinmasina izin verir. Atomlarin konum ve hizlarn
izlenerek bir ligand-reseptér kompleksinin evrimi incelenir. Baslangigta, gercek sistemin
sicaklik ve basmcini yeniden olusturmak igin atomlara belirli bir yapi atanir ve kuvvetler

hesaplandiginda, atomlarin sonraki konumlari ve hizlar1 belirlenebilir (Ganesan vd., 2017).
Biyolojik sistemler igin MD simiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan kuvvet

alanlar1 arasinda CHARMM (Brooks vd., 1983), AMBER (Cornell vd., 1995) ve GROMOQOS
(Christen vd., 2005) yer almaktadir; bu kuvvet alanlari, MD simiilasyonlar1 i¢in farkli
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islevsel formlara sahip oldugundan, bir kuvvet alanindan digerine parametre aktarimini
zorlagtirmaktadir (Badar vd., 2022). Sistemdeki kuvvetler genellikle kuantum kimyasal
hesaplamalar veya deneysel verilere dayali olarak belirlenen molekiiler etkilesim
potansiyelleri ile tanimlanir ve bu parametre seti, her etkilesim tiirliniin toplam enerjiye

katkisini ortaya koyar (Badar vd., 2022; Ganesan vd., 2017; Kitchen vd., 2004).

Ligand, reseptorlerin ¢esitli konformasyonlarini stabilize ederek dengeyi minimum
enerji yapilarina kaydirir (Durrant ve McCammon, 2011). Bu baglamda, molekiiler dinamik
(MD) simiilasyonlari, ligand etkisiyle ortaya c¢ikan alternatif konformasyonel durumlari
yaratabilir. Eger belirli bir molekiiler hedef i¢in uygun kristalografik yapilar mevcut degilse,
MD simiilasyonlar1 kullanilarak molekiiler kenetlenme i¢in uygun yapi setleri olusturulabilir
(Harvey ve De Fabritiis, 2012). Mevcut kristalografik verilere dayanarak, potansiyel
konformasyonel durumlar MD simiilasyonlar1 ile 6rneklenir ve iyi tanimlanmis baglanma
bosluklarina sahip konformasyonlar segilir (Salsbury, 2010). MD, ayrica molekiiler
kenetlenme tarafindan oOnerilen ligand-reseptér komplekslerinin kararliligin1 tahmin etmek
icin de kullanilabilir; bir ligand konformasyonu, belirli bir kok ortalama kare sapmasi
(ingilizce; Root Mean Square Deviation, RMSD) degerinin iizerine ¢ikiyorsa, bu kompleksin

kararsiz oldugu kabul edilir (Alonso vd., 2006; Chen, 2015).

llag kesfi siirecinde, MD, potansiyel allosterik bolgelerin modellenmesi ve baglanma
modlarinin incelenmesi agisindan 6nem tasir. (Arcon vd., 2017; Clark vd., 2016; Leone vd.,
2010; Papaleo vd., 2016; Spiliotopoulos ve Caflisch, 2014). Son dénemde, MD'nin
Olceklenebilirligi, protein esnekliginin Gtesinde karmasik sorunlari ¢ézebilen yeni tekniklerin
gelistirilmesine olanak tanmimaktadir. MD'in 0&lgeklenebilirligi, karmasik sorunlarin
¢oziimiinde yeni tekniklerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. Ornegin, ligandlarin
baglanmasindaki enerjiyi hesaplamak igin serbest enerji perturbasyonlari kullanilabilir
(Mortier vd., 2015). Ayrica, aktif bolgelerin ¢evresini degerlendirmek ve yan zincirlerdeki
pKa degerlerini diizeltmek i¢cin pH-REMD adli gelistirilmis bir 6rnekleme yontemi (Sabri
Dashti vd., 2012) ve ab initio ile molekiiler mekaniklerin neden oldugu fiziksel degisikliklere
dayali kuantum mekanikleri/ molekiiler mekanikler (Quantum mechanics/molecular
mechanics, QM/MM) (Aldeghi vd., 2016) hibrit yaklasimi gibi diger yontemler de yer
almaktadir. Bu teknikler, kovalent inhibitorler gibi enzimatik mekanizmalara ait siireglerin

arastirilmasina imkan tanimaktadir (Prieto-Martinez vd., 2019).
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MD simiilasyonlari, 40 yili askin siiredir ilag kesfi ve molekiiler modelleme alaninda
o6nemli bir gelisme kaydederek sik¢a tercih edilen bir yontem haline gelmistir (Alonso vd.,
2006). Ancak, biiyiik sistemlerin simiilasyonu yiiksek hesaplama maliyetleri ve zaman
Olgekleri gibi cesitli sinirlamalar1 beraberinde getirir (Beauchamp vd., 2012; Durrant ve
McCammon, 2011). Tiim olumsuzluklara ragmen, MD, molekiiler kenetlenme gibi diger
modelleme yontemleriyle birlestiginde ilag gelistirme siireclerine dnemli katkilarda bulunan

bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir (Prieto-Martinez vd., 2019).

1.4.1.2. Ligand Yapisina Dayah Ila¢ Tasarinm

Ligand yapisina dayali ilag tasarimi yaklagiminda, hedefe ait yapi bilgileri mevcut
olmadiginda, hedefle etkilesime giren bilinen ligandlarin fizyokimyasal o6zelliklerinin
biyolojik aktivite ile iliskisi analiz edilir (Duelen vd., 2019). Bu yaklagimin ana
hedeflerinden biri, aktif bilesikleri tamimlamak veya mevcut bilesiklerin aktivitesini
artirmaktir (Siju vd., 2017). Burada, hedefle etkilesim gosteren bilesiklerden olusturulan bir
referans setinin kimyasal yapilarina yonelik 2B veya 3B analiz gergeklestirilir. Bdylece,
istenen etkilesimler icin Onemli fizikokimyasal Ozelliklerin korunmasi saglanirken,

etkilesimlerle alakasiz gereksiz bilgiler disarida birakilir (Sliwoski vd., 2014).

Ligand yapisina dayali ilag tasariminda, ilag tasarim siiregleri i¢in ya bilinen aktif
bilesiklere benzer kimyasal yapilara sahip yeni bilesikler segilir; ya da kimyasal yapi
tizerinden biyolojik aktiviteyi tahmin eden bir QSAR modeli olusturulur. Bu iki yontem
arasindaki fark, QSAR modelinde elde edilen kimyasal yapinin ozelliklerinin istenilen
biyolojik aktivite iizerindeki etkilerine gore belirlenmesidir; diger yontem ise bu prensibe
dayanmaz. Bu yontemler, istenilen biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesiklerin in silico
taramasi, aktif bilesiklerden Oncli ve ila¢ adaylarinin optimizasyonu, ayrica iyilestirilmis
ADMET ozelliklerinin elde edilmesi i¢in uygulanir. Bu yaklasim, Johnson ve arkadaslar
(1990) tarafindan tanimlanan, yapisal olarak benzer molekiillerin genellikle benzer
ozelliklere sahip olacagima dair Benzer Ozellikler Prensibi'ne dayanmaktadir (Johnson, 1990;
Sliwoski vd., 2014). En ¢ok kullanilan yontemler arasinda benzerlik arama, QSAR
modelleme, farmakofor olusturma ve ligand tabanli sanal tarama bulunmaktadir (Sekil

1.130) (Bacilieri ve Moro, 2006).
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1.4.1.2.1. Kantitatif Yap1 Aktivite Iliskisi (QSAR)

Kantitatif yapi-aktivite iliskisi (QSAR) modellemesi, medisinal kimya alaninda
onemli bir hesaplama aracidir (Cherkasov vd., 2014). Corwin Hansch tarafindan 50 y1l 6nce
gelistirilen QSAR, baslangigta fiziksel organik kimyanin bir uzantist1 olarak ortaya
cikmigken, giiniimiizde biiyiik veri setlerinin analizi i¢in istatistiksel ve makine 6grenimi
tekniklerinin kullanildig1 bir alan haline gelmistir (Cherkasov vd., 2014; Hansch vd., 1962;
Prieto-Martinez vd., 2019).

QSAR, yapisal olarak benzer bilesiklerin benzer biyolojik etkiler gostermesi skelinde
tanimlanmis benzerlik-6zellik ilkesine (similarity-property principle, SPP) dayanir (Peltason
ve Bajorath, 2007). QSAR yontemleri, tanimlayict parametrelerin sayisina gore
gruplandirilir: 1B-QSAR genel molekiiler 6zelliklerle, 2B-QSAR molekiiler grafiklerle, 3D-
QSAR non-kovalent etkilesim alanlariyla, 4B-QSAR ligand konfigiirasyonlariyla ve 5B-
QSAR farkli indiiklenmis uyum modelleriyle ilgilenir. 6B-QSAR ise bu modelde farkli
¢oziinme modellerini entegre eder (Tropsha vd., 2024; Verma vd., 2010).

Klasik QSAR, benzer biyolojik aktiviteyi saglayan kiiciilk molekiil setlerinden
tiretilmis lineer regresyon modellerine dayanir. Bu modeller, kimyasal yapidaki
degisikliklerin aktivitedeki etkilerini tahmin eder (Fujita ve Winkler, 2016; Hansch vd.,
1962). QSAR modelinin basarisi, egitim setinin kalitesine ve aktiviteyi tanimlayan
parametrelerin segiminde uygun matematiksel iligkiyi kurma yetenegine baglidir. Egitim
setinin genis kimyasal ¢esitlilige sahip olmasi, modelin kalitesini artirir (Sliwoski vd., 2014;
Zhang, 2011).

3B-QSAR teknigi olarak bilinen CoMFA, biyolojik aktivite ile iligkili 6zellikleri
belirlemeye odaklanirken, her atomun Ozellikleri yerine molekiiler etkilesim alanlarinin
hizalanmasini temel alir (Cramer vd., 1988). CoMSIA, sterik ve Coulombik etkilesimlerin
yan1 sira hidrofobik ve hidrojen bagi etkilesimlerini de dikkate alir (Klebe vd., 1994). Ancak,
bu yontemlerin 6nemli bir kisitlamasi, benzer iskelet yapilarma sahip statik molekiillerle

sinirli kalmasi ve ligandlarin dinamik dogasini goz ardi etmesidir (Acharya vd., 2011).
Son yillarda yapay zeka ve derin &grenme tekniklerinin QSAR modellemesine

entegrasyonu, molekiiler tasarim ve sanal tarama gibi alanlarda Onemli gelismeler

gostermistir. Derin 6grenme, biiyiik veri setlerindeki karmasik kaliplar1 taniyabilme yetenegi
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sayesinde QSAR tahminlerini artirmakta ve ilag kesif siire¢lerinde devrim yaratmaktadir.
Ayrica, kuantum hesaplamanin gelisimi derin QSAR uygulamalari hizlandirma

potansiyeline sahiptir (Tropsha vd., 2024).
1.4.1.3. De novo ila¢ Tasarim

De novo ilag tasarimi, "baslangictan" anlamina gelen "de novo" terimiyle, daha 6nce
sentezlenmis bilesenleri taramak yerine yeni molekiiler yapilarin sifirdan olusturulmasini
ifade eder (Devi vd., 2015). Bu yontem, reseptor veya ligand bilgileri kullanilarak kimyasal
yapilarin olusturulmasma dayanir (A Nicolaou vd., 2012; Cruz-Monteagudo vd., 2008;
Nicolaou ve Brown, 2013; Perez-Castillo vd., 2018; Sanchez-Rodriguez vd., 2017).
Molekiiller hedef yapiin 3B baglanma bolgesine uyumlu hale getirilip uygun baglayicilarla
birlestirilir. Avantajlar1 arasinda genis kimyasal alan kesfi, yenilik¢i bilesikler tasarimi ve
maliyet-verimli ilag gelistirme siiregleri yer alir, ancak en biiyiik zorluk molekiillerin sentetik

erisilebilirligidir (Schneider ve Fechner, 2005).

De novo ilag tasarimi, reseptor-temelli veya ligand-temelli olabilir. Reseptor-temelli
de novo tasarimda reseptoriin aktif bolgesi analiz edilir ve ligand i¢in etkilesim bolgeleri
tanimlanir. Ligandlar genellikle hidrojen baglari, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerle
reseptore baglanir (Bohm, 1992; Clark vd., 1995; Danziger ve Dean, 1989; Gillet vd., 1995;
Waszkowycz vd., 1994). Daha sonra bir kuvvet alani kullanilarak fonksiyonel gruplar
minimize edilir ve etkilesim enerjisi belirli bir esik degerine dayanarak aktif bolge ile uygun
olmayan gruplar elenir ve aday yapilar olusturulur. Bu yapilarin etkinlikleri reseptoriin
baglanma bolgesi ile serbest baglanma enerjisi tizerinde degerlendirilir (Liu vd., 1999; Luo
vd., 1996; Pearlman ve Murcko, 1996; Zhu, Fan, vd., 2001; Zhu, Yu, vd., 2001). Reseptor
yapisina dayali de novo ilag tasarim araglarina ornek olarak LUDI (B6hm, 1992),
PRO_LIGAND (Clark vd., 1995; Waszkowycz vd., 1994) ve HIPPO (Gillet vd., 1995)

verilebilir.

Reseptore dair 3B bilgi eksik oldugunda, homoloji modelleme yontemi kullanilarak
uygun bir hedef yap1 elde edilebilir (Muhammed ve Aki-Yalcin, 2019). Reseptore ait verinin
olmadig1 veya kristal yapinin elde edilmesinin zor oldugu durumlarda, ligand yapisina dayal
ilag tasarimi tercih edilir (Fischer vd., 2019; Wise vd., 2002). Bu yontem, literatiirdeki

tarama ve yapi-etki iliski caligmalarina dayanarak uygulanir (Y. Wang vd., 2018). Ligandlar
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ve ilag benzeri biyolojik aktif molekiillere iligskin bilgiler genellikle ChEMBL gibi veri
tabanlarinda bulunur (Gaulton vd., 2017).

Ligand-temelli tasarimda, bilinen ligandlardan olusturulan farmakofor modeli yeni
bilesiklerin tasariminda kullanilir. Bu model, psédo-reseptor olusturmak veya benzerlik
tasarimi yapmak i¢in de uygundur (Waszkowycz vd., 1994). Farmakofor modeli, ortak bir
baglanma modunun varsayimina dayanir. Ligandlarin yapisal cesitliligi, gelistirilen modelin
kalitesini etkileyebilir; bu nedenle kantitatif yapi-etki iliski modeli ile degerlendirme
yapilabilir (Afantitis vd., 2011). Ligand-temelli de novo ilag¢ tasariminda kullanilan araglar
arasinda TOPAS (Schneider vd., 2000), SYNOPSIS (Vinkers vd., 2003) ve DOGS
(Hartenfeller vd., 2012) bulunmaktadir.

1.4.1.4. Farmakofor Modelleme

Farmakofor kavrami, ilk olarak 1909'da Ehrlich tarafindan bir ilacin biyolojik
aktivitesini saglayan temel 6zelliklere sahip molekiiler ¢ergeve olarak tanimlanmustir (Paul
vd., 2010). Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ise farmakoforu, “Belirli
bir biyolojik hedefle optimal supramolekiiler etkilesimleri saglamak ve biyolojik yaniti
tetiklemek (veya engellemek) icin gerekli olan sterik ve elektriksel ozellikler biitiiniidiir.”
seklinde tanimlamistir (Wermuth vd., 1998). Bu yaklasim iizerinden olusturulan farmakofor
modelleri, 6ncii bilesiklerin tanimlanmasi ve optimizasyonu, yapi-selektivite verilerinin
eldesi, in silico ligand aktivite profillerinin olusturulmasi, bilesiklerin metabolizma yolaklari,
ilag etkilesimleri, yan etkiler ve toksisite tahminleri ve de novo ila¢ tasarimi gibi ¢esitli
uygulamalarda etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Schuster, 2010; Van Drie, 2003; Walters
vd., 1998). Son donemlerde, ¢oklu hedeflere etki eden ilaglarin gelisimi ile farmakofor
modelinin, ilag yeniden konumlandirma ve ¢ok hedefli ilag kesfi siireclerinde
polifarmakoloji tahmin etme konusundaki potansiyeli artis gostermektedir (Ashburn ve Thor,
2004; Liu vd., 2013; Ma vd., 2010).

Bir farmakofor modeli, aktif molekiillerin st {iste bindirilmesi ve aktivite i¢in gerekli
ortak kimyasal Ozelliklerin ¢ikarilmasiyla ligand yapisina dayali veya ligand-reseptor
etkilesimlerini aragtirarak reseptor yapisina dayali olarak olusturulabilir (Sekil 1.133) (S.-Y.
Yang, 2010). Modelleme sirasinda hidrofobik merkezler, aromatik halkalar, hidrojen bag1
donorleri/akseptorleri, katyonlar ve anyonlar gibi kimyasal 6zellikler dikkate alinarak yeni

ligandlarin tasarimu yapilir. Reseptor-ligand etkilesimlerinde "polar pozitif," "polar negatif"
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ve "hidrofobik" etkilesimlerin varligi 6nemli kabul edilir (Sekil 1.134) (Giordano vd., 2022;
Shin ve Seong, 2013).

Farmakofor modeli metodolojisine bakildiginda genel olarak, aktif molekiillerin bir
setinin st iste ¢akistirilmasi ve biyolojik aktiviteleri igin gerekli ortak kimyasal gruplarin/
Ozelliklerin belirlenmesi yoluyla ligand yapisina dayali veya makromolekiiler hedef ile
ligandlar arasindaki olast etkilesim noktalarini arastirarak reseptor yapisina dayali
yaklagimlar altinda olusturulabilir (Pautasso vd., 2014). Son yillarda, reseptor tabanli
yontemler, deneysel 3B hedef yapi bilgileri sayesinde daha fazla ilgi gormektedir (Wolber
vd., 2008). Ayrica, literatiirde, reseptor tabanli yontemlerin ligand-tabanli yontemlere kiyasla
ligand kemotiplerine daha az yanli yaklastigi, baglanma bolgeleri hakkinda bilgi sagladigi ve
reseptor-ligand etkilesimlerinin analiz edilerek ligand optimizasyonuna olanak tanidigi

belirtilmistir (Leach vd., 2010; Lu vd., 2018).
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Sekil 1.133. Farmakofor modelleme yontemi ve uygulama alanlari

Ligand yapisina dayali farmakofor modelleme yontemi, makromolekiiler hedef
yapisina dair veri bulunmadiginda tercih edilir ve bilinen aktif ligandlarin 3B yapilarindan
yararlanarak ortak kimyasal ozelliklerin belirlenmesiyle yapilir. Bu yontem, ligandlarin
konformasyonel esnekligini temsil eden bir alan olusturmak ve birden fazla ligandin
hizalanmasiyla ortak 6zellikleri belirlemek seklinde iki temel adimdan olusur. Giiniimiizde
ligand-tabanli farmakofor modeller olusturabilmek igin g¢esitli saglayicilar tarafindan
gelistirilen HipHop (Barnum vd., 1996), HypoGen (Li vd., 2000), DISCO (Martin, 2000),
GASP (Jones vd., 2000) GALAHAD (Triposinc, 2024.), PHASE (Dixon vd., 2006) ve MOE
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(Chemical Computing Group ULC, 2024) gibi ticari ve akademik yazilimlar mevcuttur. Bu
yazilimlar arasindaki farklar genel olarak ligandlarin esnekligini yonetme ve molekiillerin
hizalanmasi i¢in kullanilan algoritmalarla ilgilidir (Dror vd., 2006; Poptodorov vd., 2006;
Van Drie, 2004).

Farmakoforik

[O Ozellikler
L.

1, hidrojen bag1 akseptorii (HBA), 2, hidrojen bagi donorii (HBD); 3, negatif iyonlasabilirlik (NI), 4, pozitif
iyonlagabilirlik (PI); 5, hidrofobiklik (H); 6, aromatiklik (AR); 7, hari¢ tutma hacmi (XVOL))(Kaynak: (Giordano
vd., 2022)’den uyarlanmustir.

Sekil 1.134. Temel farmakoforik 6zelliklere ait kimyasal yapilar

Reseptor tabanli  farmakofor modelleme, makromolekiiler hedefin veya
makromolekiil-ligand kompleksinin 3B yapisina dayanir ve makromolekiil-ligand kompleksi
tabanli ve makromolekiil tabanl yaklagimlar olmak {izere iki alt kategoriye ayrilir (Pautasso
vd., 2014; S.-Y. Yang, 2010). Makromolekiil-ligand kompleksi tabanli yaklasim, baglanma
bolgesinin yerini belirlemek ve ligand-hedef etkilesim noktalarini tanimlamak i¢in kullanilir.
LigandScout (Wolber ve Langer, 2005), Pocket v.2 (Chen ve Lai, 2006) ve GBPM (Ortuso
vd., 2006) yazilimlar1 bu yaklagima dayanir. Makromolekiil tabanli yaklagim ise sadece
hedef yapiya dayanir ve baglanma bolgelerindeki olasi etkilesim noktalarini analiz ederek
ligandin reseptore baglanmasi i¢in gerekli olan tamamlayici 6zellikleri tanimlar (Choudhury
ve Narahari Sastry, 2019; Seidel vd., 2019; S.-Y. Yang, 2010). Bu yaklasimlarin
sinirlamalarin1 agmak ve daha giivenilir sonuglar elde etmek igin, MD simiilasyonu,
molekiiler kenetlenme ¢aligmalari, yiiksek verimli tarama sistemleri ve makine grenimi gibi
yontemlerle birlestirilmeleri 6nerilmektedir. Bu tiir ¢oklu stratejiler, ilag kesfi siirecinde

basari olasiligini artirabilir (Giordano vd., 2022).
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1.4.1.5. Sanal Tarama (Virtual Screening, VS)

Sanal tarama (Virtual Screening, VS), kimyasal veri tabanlarinda mevcut molekiillerin
biyolojik veya kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi yontemidir. [UPAC’a gore, VS,
veri tabanindaki molekdilleri belirli bir molekiiler hedefe kars1i biyolojik aktivite
potansiyellerine gére simflandiran hesaplamali bir yontemdir (Martin vd., 2016). ilag

kesfinde yaygin olarak biiyiik ve ¢esitli bilesik kiitiiphaneleri kullanilir (Kodadek, 2011).

VS, baslangigta istenen etkiyi destekleyen veya ilaca benzer oOzelliklere sahip
molekiilleri secer. Daha sonra, toksisite olasilig1 tasiyan molekiiller elenir. Aday ligandlar
belirlenerek farmakokinetik 6zelliklerini (ADMET) iyilestirmek amaciyla optimize edilir
(Nunes da Rocha vd., 2023; Zerroug vd., 2019) VS genellikle, ligand tabanli sanal tarama
(LBVS) ve yap1 (reseptor) tabanli sanal tarama (SBVS) olmak iizere iki ana strateji altinda
incelenir (Sekil 1.135) (Leonardo G Ferreira vd., 2015; Nunes da Rocha vd., 2023; Oprea ve
Matter, 2004; Zerroug vd., 2019).

AT o
Molekiiler GRS
doking %‘
Ligand Reseptor Baglanma kompleksi
=3 B - S Farmakofor _) =~ ]T)l:eé:eﬂm -
< tarama —~ ‘ - v aEcknd
Bilesik veri tabanlar (

Hacim
clogP
| yiik

Sekil 1.135. SBVS ve LBVS yontemlerine ait sema

LBVS yonteminde, bilesik serisinin ortak O6zellikleri belirlenip molekiiler filtreler
olarak veritabanlarina uygulanir. Bu sayede deneysel degerlendirme i¢in segilecek bilesikler
belirlenirken, kimyasal alan daraltilir. Molinspiration (Jarrahpour vd., 2012; Molinspiration,
2024), OSIRIS Property Explorer (Jarrahpour vd., 2012), Molsoft (Molsoft, 2024) ve MoKa
Molecular Discovery. (Milletti vd., 2007; MoKA, 2024) gibi yazilimlar bu amagla yaygin
olarak kullanilir (Inglese vd., 2006). Ayrica, bilinen ligandlarin yapisal Ozellikleri ile
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farmakofor modelleri olusturulabilir; bu modeller biyolojik aktiviteyle iliskili yapisal

ozellikleri igerir (Spitzer vd., 2010).

SBVS, iki molekiiliin stabil bir kompleks olusturma potansiyelini tahmin eder ve
genellikle molekiiler hedefin 3B yapisinin bilindigi durumlarda tercih edilir (Banegas-Luna
vd., 2018) SBVS, aday ligandlar ile hedef protein arasindaki etkilesimin olasiligin
degerlendirirken, molekiiler kenetlenme en yaygin kullanilan tekniktir (Willett, 2006).
SBVS, genel olarak proteinler, enzimler gibi reseptorler ile karbonhidratlar ve DNA gibi
makromolekiiller i¢in uygulanabilir. SBVS’de hedefin hazirlanmasi, bilesik veri tabaninin
secimi, molekiiler kenetlenme ve molekiiler kenetlenme sonrasi analizi gibi asamalar yer alir
(Gangwal vd., 2015). Hazirlanan veri tabani, hedef baglanma bolgesinde molekiiler
kenetlenme islemine tabi tutularak ve cesitli algoritmalar iizerinden yiiksek skor alan
bilesikler potansiyel ligandlar olarak secilir (Scior vd., 2012). Molekiiler kenetlenme sonrasi
yiiksek skor alan bilesikler segilir ve molekiiler kenetlenme sonrasi analizi ile ligand-reseptor
kompleksleri degerlendirilir (Jain ve Nicholls, 2008; Jorge Moura Barbosa ve Del Rio,
2012).

Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda, tasarlanan yeni metil (2-siibstitiiefenil)-1H-
benzimidazol-5(6)-karboksilat ve metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat tiirevi
bilegiklerin (Sekil 1.136) tasarimi, sentezi, kimyasal yapilarinin 'H NMR, C NMR, LC-
MS, Kiitle Spektroskopisi, IR Spektroskopisi kullanilarak aydinlatilmasi ve antikanser
aktivitelerinin in vitro olarak LNCaP insan prostat adenokarsinomu, HepG2 insan
hepatoselliiler karsinomu ve A549 insan akciger adenokarsinomu hiicre hatlarinda ve hTopo
[la enzim,ne baglanma potansiyellerinin referans inhibitor etoposid varliginda arastirilmast,
in silico ortamda hTopo Ila enzimi ile Ongoriilen etkilesimlerinin kiyaslamali olarak

arastirilmasi ve ADMET ozelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

R,
oW
/ R,
.0
H;C \ﬁ N
o) Rs

Sekil 1.136. Tez kapsaminda sentezlenen benzimidazol ve benzoksazol halkasina sahip bilesikler
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Doktora Tez Kapsaminda Sentezlenecek Bilesiklerin Tasarim

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenecek bilesiklerin tasariminda, hTopo Ila
enzimi ile etkilesimlerini degerlendirmek amaciyla Protein Veri Bankasi’'ndan (Protein Data
Bank, PDB) alinan Topo lla (PDB ID: SGWK) enzimi {izerinde 6n molekiiler kenetlenme
calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda protein-ligand etkilesimleri detayli

bir sekilde analiz edilmistir.
2.1.1. Proteinin hazirlanmasi

Oncelikle, SGWK proteini yazilim icerisinde bulunan hazirlama modiilii ile eksik/
hatali kisimlari tespit edilerek diizeltilmistir. Ardindan CHARMM (Adopted Basis Newton
Raphson, ABNR) algoritmasi yardimiyla protein minimizasyon islemi tamamlanmustir.
Kristal yapmnin igerisinde bulunan ligandin (etoposid) konumlandigi boélgeler segilerek
tasarlanan bilesiklerle yapilacak doking isleminin gerceklesecegi kiire seklinde aktif bolgeye
ait cap ve koordinat degerleri belirlenir (Aktif bolgenin koordinatlari:31,8637; -23,2363;-
58,0491; Aktif bolgenin ¢api: 10,5553)

2.1.2. Ligandlarin Hazirlanmasi

Doktora tez kapsaminda tasarlanan bilesikler ChemDraw Professional 2022 programi
tizerinden ¢izilerek Discovery Studio 3.5 (Accelrys, 2012) programina aktarilmistir.
Ligandlarin en uygun konformasyonlarin1 belirlemek amaciyla ligand hazirlama modiili
kullanilmigtir. Daha sonra protein minimizasyonunda kullanillan CHARMM (Adopted Basis
Newton Raphson, ABNR) algoritmasi ile ligandlarin minimizasyon islemi tamamlanmistir

(Momany ve Rone, 1992).
2.1.3. Molekiiler Kenetlenme islemi
Molekiiler Kenetlenme igleminin dogrulugunu ve valide edilebilirligini kontrol etmek

icin kristal yapidaki referans ligand etoposidhazirlik ve enerji minimizasyonu siireclerinden

gecirilerek  CDocker  yontemiyle aktif bdlgede yeniden kenetlenme islemi
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gerceklestirilmistir. Elde edilen 10 pozisyon, SGWK kristal yapisindaki ligandla st iiste
cakistirllarak RMSD degerleri hesaplanmistir. Etoposid i¢in RMSD degeri 0,8541 olarak
bulunmustur (Sekil 14).

RMSD: 0,8541

Sekil 2.1. Etoposid (yesil) ve kenetlenme sonrasi en uygun konformasyon (pembe)

Daha sonra referansa ait en uygun konformasyon tizerinden elde edilen parametreler
dogrultusunda CDocker yontemi ile tasarlanan ligandlarin 5GWK proteini tizerinde

molekiiler kenetlenme islemi gerceklestirilmistir.

2.2. Elde Edilen Bilesiklerin Sentez, Saflastirma Islemleri ve Yap1 Analizlerinde

Kullanilan Gerecler

Doktora tezi kapsaminda yapilan sentez islemleri, Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali, Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik Kimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Bilesiklerin saflagtirllmasi amaciyla kolon kromatografisi yapilmis, SilicaGel 60
(Merck) kullanilmigtir. Reaksiyon ilerleyisini ve {irinlerin saflik derecelerini belirlemek igin
ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemi uygulanmustir. Bu analizlerde, SilicaGel 60
GF254 ve Supelco HX20882570 aliiminyum plaklar (Merck ve Millipore Sigma)
kullanilmis, uygun ¢oziicii sisteminde siiriiklenme tamamlandiktan sonra plaklar agik havada
kurutulmustur. Lekelerin belirlenmesi i¢in 254 ve 366 nm dalga boyundaki UV 15181
saglayan Camag UV Lambasi kullanilmigtir. Ek saflagtirma adimi olarak flash kolon
kromatografisi uygulamasi Harvard Universitesi Klinik ve Translasyonel Bilim Merkezi'nde
gerceklestirilmis ve bu silirecte Advion Interchim Puriflash XS520 Plus 60 cihaz
kullanilmastir.
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NMR analizleri i¢in, sentezlenen bilesiklerin 'H NMR spektrumlar1 400 ve 500 MHz
frekansinda, *C NMR spektrumlar1 ise 126 MHz frekansinda Varian Mercury High
Performance Digital FT-NMR spektrometresi kullanilarak kaydedilmistir.

Kiitle analizleri, Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI) yontemi ile Waters 2695 Alliance
Mikromass ZQ LC/MS ve Advion Interchim Scientific Expression® CMS spektrometre
cihazlart kullanilarak gergeklestirilmistir. LC analizleri Jasco LC Net II/ADC cihaz ile
yapilmistir. Sentezlenen bilesiklerin erime noktasi, MPM-H2 cihaz1 kullanilarak kapiller

yontemle belirlenmis olup, degerler diizeltilmeden rapor edilmistir.
2.3. Sentez, Saflastirma ve Analiz Islemlerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bilesiklerin sentez islemlerinde kullanilan kimyasal bilesikler su sekildedir; 2,3-
dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon (DDQ) (Aldrich), 2,5-dimetilbenzaldehit (Aldrich),
3,5-dimetilbenzaldehit (Ambeed), 3,5-dimetoksibenzaldehit (Ambeed), 3-amino-4-hidroksi
benzoik asit (Aldrich), 3-bromobenzaldehit (Aldrich), 3-florobenzaldehit (Ambeed), 3-kloro-
4-florobenzaldehit (Ambeed), 4-bromobenzaldehit (Aldrich), 4-biitilbenzaldehit (Ambeed),
4-etilbenzaldehit (Ambeed), 4-florobenzaldehit (Aldrich), 4-izobutilbenzaldehit (Ambeed),
4-izopropilbenzaldehit  (Ambeed), 4-klorobenzaldehit (Aldrich), 4-metilbenzaldehit
(Ambeed), 4-metoksibenzaldehit (Aldrich), 4-pentilbenzaldehit (TCI), 4-propilbenzaldehit
(Ambeed), 4-tert-biitilbenzaldehit (Ambeed), dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-ds) (Merck),
diklorometan (DCM) (Carlo Erba), dietil eter (Carlo Erba), doterokloroform (CDCIls)
(Merck), etanol (C,HsOH) (Riedel-de Haén), etil asetat (EtOAc, CHz;COOC,H;s) (Riedel-de
Haén), kloroform (CCl3) (Riedel-de Haén), metanol (CH3;OH) (Riedel-de Haén), n-hekzan
(Merck), petrol eteri (Riedel-de Haén), potasyum karbonat (K,COs) (Aldrich), sodyum
bikarbonat (NaHCO3) (Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH) (Riedel-de Haén), sodyum
metabisiilfit (sodyum disiilfit, sodyum pirosiilfit, Na,S,0s) (Thermo Fischer Scientific),
susuz sodyum siilfat (Na,SO,) (Riedel-de Haén), tiyonil kloriir (SOCI,) (Aldrich).

2.4. Tasarlanan Bilesiklerin Sentez ve Saflastirma Yontemleri
Doktora tezi caligmalart kapsaminda, 6n molekiiler kenetlenme c¢alismalar1 ile
tasarlanan, benzimidazol ve benzoksazol heterosiklik yapisi tasiyan iki ayri seri bilesik

sentezlenmistir. Benzimidazol tiirevleri i¢in Oncelikle metil 3,4-diaminobenzoat bilesigi,

ardindan bu ara triinden tiretilen metil (2-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilat
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tirevleri (2a-2p), farkli sentez yontemleri kullamilarak basariyla sentezlenmis ve bu

bilesiklerin yapilar1 Cizelge 2.1' de ayrintili olarak belirtilmistir. Benzoksazol tiirevleri i¢in

ise, ilk asamada metil 3-amino-4-hidroksibenzoat bilesigi ve sonrasinda bu ara iiriinden

tiretilen metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat tiirevleri (3a-3p) cesitli sentez

yontemleri {izerinden basartyla sentezlenmis, bilesikler Cizelge 2.1'de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesikler

R
H3C/O\C N/ ’
R;

No Bilesik X R:(3-) R,(4-) R; (5-)
1 2a NH H F H
2 2b NH F H H
3 2c NH H Br H
4 2d NH Cl F H
5 2e NH H CH; H
6 2f NH H CyHs H
7 29 NH H n-C3H-; H
8 2h NH H i-C3H- H
9 2i NH H n-C4Hqg H
10 2k NH H i-C4Hg H
11 2l NH H t-C4Hg H
12 2m NH H n-CsHyy H
13 2n NH H OCHj; H
14 20 NH CHj, H CH;
15 2p NH OCHj, H OCH;
16 3a o H F H
17 3b @) F H H
18 3c o H Br H
19 3d o Cl F H
20 3e o H CH; H
21 3f @) H CyHs H
22 39 0] H n-C3H-; H
23 3h 0] H i-C3H- H
24 3i @) H n-C4Hq H
25 3k 0 H i-C4Hg H
26 3l 0] H t-C4Hg H
27 3m 0] H n-CsHy; H
28 3n @) H OCHj; H
29 30 0 CH,3 H CH;
30 3p 0] OCHj, H OCH;
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2.4.1. Benzimidazol Heterosiklik Yapis1 Iceren Bilesiklerin Sentez

Yontemleri

2.4.1.1. Metil 3,4-diaminobenzoat Bilesiginin Sentezi (Yontem A)

15 mL metanol i¢indeki 3,4-diaminobenzoik asit (1.00 g, 6.58 mmol, 1 ekivalan)
¢ozeltisi 80 °C’ye kadar 1sitilir ve 10 dakika boyunca damla damla tiyonil kloriir (0.72 mL,
9.80 mmol, 1,49 ekivalan) ilave edilir. Reaksiyon, 4 saat boyunca 80 °C'de geri ¢eviren
sogutucu sistemi altinda 1sitilir. 4 saatlik 1sitmanin ardindan ¢oziicii buharlagtirilarak
reaksiyon karigiminin su ve etil asetat ile ekstraksiyonu gerceklestirilir. Etil asetat fazina
gecirilen organik katman, sirasiyla sulu sodyum bikarbonat, tuzlu su ve su ile yikanir;
ardindan susuz magnezyum siilfat altinda kurutulur. Coziicii siiziiliir ve buharlastirilir. Bu
islem sonucunda, kahverengi bir kat1 halinde 3,4-diaminobenzoik asit metil esteri elde edilir
(990 mg, %91,6 Verim) (Rf: 0.37 (Etil asetat/Hekzan 50:50) (Sekil 2.1) (Lee vd., 2012).

NH, NH,
CH;0H/ SOCl,
R ——— 0
HO NH2 HSC/ NH2

O O

Sekil 2.2. Metil 3,4-diaminobenzoat bilesiklerinin sentez denklemi

2.4.1.2. Elde Edilen Metil (2-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksilat

Tiirevi Bilesiklerin Sentezi ve Saflastirma Yontemleri (Yontem B)

Etanol (25 mL) iginde metil 3,4-diaminobenzoat (0,830 g, 5 mmol, 1 ekivalan) ve
uygun benzaldehit (5 mmol, 1 ekivalan) karigimi, sulu Na,S,0s (1.42 g, 7.5 mmol, 1,5
ekivalan, 5 mL H,0) ¢ozeltisi ile 4-6 saat boyunca geri geviren sogutucu altinda 100 °C' de
sitilir. Reaksiyon tamamlandiginda, etanol vakum altinda buharlastirilir. Elde edilen kalintt
kloroform (CHCI3, 2x15 mL) iginde ¢oziiliir; ardindan su ile yikanir. Birlestirilen organik
fazlar, susuz Na,SO, iizerinde kurutulur ve ¢oziicii ucurulur. Elde edilen ham iiriin etil

asetattan yeniden kristallendirilir ve bir gece boyunca vakum altinda kurutulur (952 mg,
%30-65 Verim) (Sekil 2.2) (Kamal vd., 2015).

H
NH
2 o ___ R EtOH N — R
A\ A / \ /
e v e ) T O N
H;C NH, H Na,S,05/H,0 H;C

(@) O

Sekil 2.3. Metil (2-siibstitiiefenilbenzimidazol)-5(6)-karboksilat bilesiklerin sentez denklemi
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2.4.2. Benzoksazol Heterosiklik Yapisi iceren Bilesiklerin Sentez Yontemleri
2.4.2.1. Metil 3-amino-4-hidroksibenzoat Bilesiginin Sentezi (Yontem C)

Bir buz banyosunda karistirilan susuz metanole (30 mL) 10 °C'nin altinda damla
damla asetil kloriir (42 mmol, 3 mL, 4.2 ekivalan) eklenir. Daha sonra 3-amino-4-
hidroksibenzoik asit (1,5 g, 10 mmol, 1 ekivalan) eklenir. Karisim, oda sicakliginda 2 giin
boyunca karistirtlir. ITK (EtOAc/petrol eteri = 1:1) reaksiyonun tamamlandigini gdsterdikten
sonra MeOH, rotarievoporatorle ortamdan uzaklastirilir. Karistma 20 mL distile su ve
K,COs, pH = 10 olana kadar yavas yavas ilave edilir. Organik faz ayrilir, susuz Na,SO,
tizerinde kurutulur ve konsantre edilerek (990 mg, %80 verim) kahverengi bir kati elde edilir
(Rf: 0.22 (EtOAc/petrol eteri = 1:1) (Sekil 2.3) (Jonckers vd., 2012).

0
+
OH )J\Cl CH,;0H OH

> (¢}
.0 i NH
H NH2 H3C 2

o} (@)

Sekil 2.4. Metil 3-amino-4-hidroksibenzoat bilesiklerinin sentez denklemi

2.4.2.2. Elde Edilen Metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat

Bilesiklerinin Sentezleri (Yontem D)

Literatiirde (Y. Zhang vd., 2021) verilen prosediire gore, 20 mL metanol iginde
¢oziinen metil 3-amino-4-hidroksibenzoat (0,5 g, 3 mmol, 1 ekivalan) ile uygun bir
benzaldehit (3 mmol, 1 ekivalan) karisimi, bir balonda geri ¢eviren sogutucu altinda 100
°C’de 1 saat kaynatilir. Isitma isleminin ardindan ¢6ziiciiniin buharlagtirilmasiyla elde edilen
kalinti, 30 mL DCM iginde tekrar ¢oziilir. Ardindan, 2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-
benzokinon (DDQ) (1,703 g, 7,5 mmol) eklenerek oda sicakliginda 1 saat karistirilir. Daha
sonra karisim, DCM ile seyreltilir ve sirasiyla sulu Na,S,03 ¢6zeltisi ve NaHCO; ¢ozeltisi ile
yikanir. Birlestirilen organik fazlar, susuz Na,SO, iizerinde kurutulur ve vakum altinda
konsantre edilir. Elde edilen ham iiriin, kat1 metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat
bilesigini vermek iizere kolon kromatografisi veya flash kromatografisi kullanilarak

saflastirilir ve olusan kristaller vakum altinda kurutulur (%25-55 Verim) (Sekil 2.4).
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H,C NH, " \ 7/ H;C N
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Sekil 2.5. Metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat bilesiklerin sentez denklemleri

Sentez iglemleri sirasinda, reaksiyonu izlemek ve elde edilen ham {iriinlerin safligini
kontrol etmek amaciyla yapilan ITK uygulamasinda ve saflastirma amaciyla kullanilan kolon
kromatografisi ve flash kromatografisinde yararlanilan ¢6ziicii sistemleri asagida verilmistir:

ITK uygulamasi
n-Hekzan: Etil asetat (50:50)

n-Hekzan: Etil asetat (2:1)
n-Hekzan: Etil asetat (75:25)
Etil Asetat: Petrol eteri (20:80)

Kolon Kromatografisi
Diklorometan (%100)
Diklorometan: Metanol (95:5)

Flash Kromatografisi
n-Hekzan: Etil asetat (50:50)
n-Hekzan: Etil asetat (2:1)
n-Hekzan: Etil asetat (20:80)
Diklorometan: Metanol (95:5)

2.5. Bilesiklerin Yap1 Analizinde Kullanilan Analitik Teknikler

Bilesiklerin kimyasal yapilarmin ve sistematik isimlerinin olusturulmasi amaciyla
ChemDraw Professional (22.2.0.3300, PerkinElmer Informatics, Inc.) profesyonel

yazilimindan yararlanilmsgtir.
2.5.1. Sentezlenen Bilesiklerin 'H NMR Spektral Analizleri

Spektral yorumlama igin MestReNova x64 yazilimi kullanilmistir. Tiim kimyasal
kaymalar, i¢ standart olarak tetrametil silan (TMS), DMSO-ds veya CDCI; kullanilarak &
dlgeginde verilmistir. Bilesiklere ait "H NMR spektrumu sinyalleri '"H NMR (spektrometre
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frekansi, ¢oziicii) ppm (proton sayisi, yarilma sayilari, varsa eslesme (kapling) sabiti J, ilgili
H atomu atamasi) seklinde belirtilmistir. J sabiti en yakin 0.1 Hz’e kadar Hertz cinsinden
verilmis olup, kimyasal kaymalar (8) milyon basina parga (Ingilizce: parts per million, ppm)
olarak belirtilmis ve ¢oziicii piki i¢ standart olarak kullanilmistir. Sinyallere ait yarilmalar s =
singlet, d = dublet, t = triplet, g = kuartet, m= multiplet, dd= dubletlerin dubletleri, dt =
tripletlerin dubletleri seklinde belirtilmistir.

DMSO-d¢ veya CDCl; kullamilarak hazirlanan numune ¢ozeltilerinin *H NMR
spektrumlarinda, ¢6ziicii piki olarak doterolanmamis DMSO igin 2.50 ppm’de pentet pikler
(Jup=1.9Hz) ve DMSO-d; icerisinde yer alan H,O igin 3.30-3.35 ppm arasinda pikler
gbzlemlenmistir. 7.24- 7.26 ppm'de gézlemlenen singlet pik ise doterolanmamis CHCls'ten

ve 1.55- 1.6 ppm’de gozlenen pik CDCl3’teki H,O molekiillerinden kaynaklanmaktadir.

Bilesiklerin "H NMR spektrumlar1 6ncelikle sadece déteryumlu ¢oziiciiler kullamilarak
elde edilmistir. Ancak, benzimidazol halkasinda meydana gelen tautomerik degisimlerden
kaynaklanan sorunlar nedeniyle bazi maddelerde net sonuglar alinamamustir. Bu nedenle
spektrumlar bir damla trifluoroasetik asit (TFA) ilavesiyle kaydedilmistir. TFA'nin
eklenmesi, benzimidazol halkasinda bulunan azot atomlarinin protonlanmasini saglamis ve
bu sayede yapi, yiiksek konjugasyon etkisiyle daha kararli hale gelmistir. Sonug olarak,

yapida yer alan tiim protonlara ait sinyaller spektrumda gériintir hale gelmistir.

Sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesiklerin *H NMR spektrumlar incelendiginde;
benzimidazol halkasinin 5. konumuna bagli olan metil esterinin CHjz protonlar1 3,90- 4,00
ppm arasinda singlet olarak, benzimidazol halkasinda yer alan azot atomuna ait H protonu
genel olarak 12,50- 13,50 ppm ve aromatik protonlar 6,7-8,1 ppm arasinda gozlenmistir.
Benzoksazol tiirevi bilesiklerin 'H NMR spektrumlari incelendiginde; benzoksazol
halkasinin 5. konumuna bagli olan metil esterin CH3 protonlart 3,90- 4,00 ppm arasinda

singlet olarak gozlenirken, aromatik protonlar 7,4-8,5 ppm arasinda gézlenmistir.
2.5.2. Sentezlenen Bilesiklerin *C NMR Spektral Analizleri

Spektral yorumlama icin MestReNova x64 yazilimi kullanilmistir. Tiim kimyasal
kaymalar, i¢ standart olarak DMSO-ds veya CDCI; kullanilarak & dlgeginde verilmistir.
Bilesiklere ait **C NMR spektrumlarinda Slgiilen sinyaller ®C NMR (spektrometre frekanst,

¢oziicit) ppm (ilgili C atomu atamasi) seklinde belirtilmistir.
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'"H NMR’da oldugu gibi ¢oziicii piki olarak tamamen dotorolanmanus coziiciilerden
kaynaklanan sinyaller *C NMR’da da gozlenir. DMSO-dg'nin *C kimyasal kaymas:
septetler seklinde 39,52 ppm’de goriiliirken, CDCl3 ‘te 77,16 ppm'de bir triplet ¢oziicii piki

gozlenmektedir.

Benzimidazol ve benzoksazol yapilarma ait C NMR spektrum verileri
incelendiginde, her iki ¢ekirdegin karbon atomlarinin benzer kimyasal kaymalar sergiledigi
gortilmiistiir. Her iki yapida bulunan karbonil grubu (C=0) 165-167 ppm araliginda kimyasal
kayma gostermistir. Ancak, benzimidazol halkasinda C2 pozisyonundaki karbon atomu
genellikle 150-157 ppm arasinda kaymalar gosterirken, benzoksazol halkasinda C2 karbonu
daha ¢ok kaymaya ugrayarak 160-164 ppm civarinda yer aldig1 gozlenmistir. Benzimidazol
yapisindaki C7a karbonu 135-153 ppm arasinda kayma gdsterirken, benzoksazol yapisindaki
C7a karbonu 153 ppm civarinda kaymalar gostermistir. Aromatik halka iizerindeki fenil
halkasina bagli karbon atomlar (6zellikle C3', C5', C2', C6') her iki yapida da genellikle 120-
130 ppm civarinda gozlenmistir. Ayrica, her iki ¢ekirdegin 5. konumunda bulunan ester
yapisindaki metil grubunda yer alan karbon atomu yaklasik 52-56 ppm’de kayma

gostermektedir.

2.5.3. Sentezlenen Bilesiklerin Kiitle Spektral Analizleri

Sentezlenen bilesiklere ait Kiitle Spektrometresi analizlerinde Elektrosprey
Iyonizasyonu (ESI) ydntemi uygulanmistir. Bu ydntemle buharlastirilmis bilesikler kiitle
spektrometresinin  iyonizasyon odasina gectiginde, yiiksek enerjili elektronlarla
bombalanarak organik molekiilden bir elektronu ¢ikarir ve bdylece pozitif bir iyon olusturur.
Bu iyon, molekiiler iyon olarak adlandirilir ve genellikle M* veya M* seklinde gosterilir. ESI
yonteminde pozitif mod kullanildiginda, molekiil bir proton (H*) alarak iyonize olur ve bu
iyon genel olarak [M+H]" olarak ifade edilir. Bu durumda, protonun kiitlesi (1 Da) nedeniyle
iyonun gozlemlenen kiitlesi molekiil agirligindan bir birim fazla olur. Ayrica bazi
spektrumlarda M*+H+1 piki ise, molekiildeki "*C izotopunun (tiim karbon atomlarinin
%1,11'ini olusturur) veya * H izotopunun (hidrojen atomlarinin yaklagsik 9%0,015'ini
olusturur) varhgindan kaynaklanmaktadir (Soderberg, 2012). Elde edilen spektral verilere

gdre birgok bilesikte M* molekiiler iyon piklerinin yan1 sira M*+1 pikleri tespit edilmistir.

Klor, brom ve kiikiirt i¢eren bilesiklerde ise hem klora (dogal bolluk oranlar1 yaklasik
%75 3°Cl ve %25 ’Cl) hem broma (bolluk oranlar1 yaklasik %50 7°Br ve %50 ®'Br) ait
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izotoplar igin kolaylikla ayirt edilebilir ve dogal bolluklartyla orantili siddette M*+2 ve M*+4

pikleri belirlenmistir.

ESI sirasinda, baz1 molekiiller proton yerine Na*, K* ve NH," katyonlar: gibi iyonlarla
etkilesime girerek, oncii iyonun hem kendi bilesen atomlarin1 hem de bu katyonlardan gelen
ek atomlari igeren bir iyon olusturur. Bu durumda M*+23 (Na), M*+39 (K), M*+41 (CHsCN)
ve M*+18 (H,0) pikleri gézlenebilmektedir (Murray vd., 2013)

2.5.4. Sentezlenen Bilesiklerin Likit Kromatografi Analizleri

Likit Kromatografisi/ Kiitle Spektrometrisi (LC/MS) analizi, Agilent 1260 Infinity
HPLC/UV (A =254 nm) sistemi ile bir Agilent 6130 kiitle spektroskopisi dedektdrii veya bir
Advion CMS-1200 kiitle spektroskopisi dedektorti ile donatilmis bir JASCO LC-4000 HPLC
kullanilarak Harvard Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Translasyonel Bilim Merkezi’ne
ait aragtirma laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesikler, 254 nm dalga

boyunda ve >%98 saflikta elde edilmistir.

HPLC (Metot, General-B5-1mL, Harvard Universitesi/BIDMC) 10 dakikalik bir
gradyan yontemiyle 5:95 v/v su: asetonitril kullanilarak, 5 um partikiil boyutuna sahip 250 x
4.6 mm Shimadzu LC-2030C Plus C18 Rapid Resolution kolonunda gergeklestirilmistir.
Analiz edilen her bir bilesik i¢in enjeksiyondan tespit anina kadar gecen siireyi ifade eden

alikonma veya tutunma zamani (Retention time, tgr) degerleri verilmistir.

2.5.5. Sentezlenen Bilesiklerin Erime Noktasi Tayinleri

Bilesiklere ait erime noktalari, MPM-H2 cihazi kullanilarak kapiller yontem ile

belirlenmistir.

2.5.6. Sentezlenen Bilesiklerin Fourier Déniisiimli Kizilotesi (FT-IR)

Spektral Analizleri

IR spektroskopisi, Perkin Elmer Spectrum IR cihazi kullanilarak, elmas ATR modiilii
ile ve her spektrum igin 16 tarama ile 500— 4000 cm™ bolgesinde, 4 dalga sayisi/cm™
rezoliisyonunda gergeklestirilmistir. Absorpsiyon maksimumlart (vme) dalga sayist (cm™)

cinsinden rapor edilmistir.
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Elde edilen IR spektral veriler, benzimidazollere ait spektrumlarin 3300-2500 cm™
araliginda giiclii ve genis bantlar gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, benzimidazol
yapisinin intermolekiiler N-H---N hidrojen baglar1 yoluyla polimerik bir etkilesim
olusturdugunu diisiindiirmektedir (Arslan, 2007; Xavier vd., 2011). Literatiirde, heterosiklik
bilesiklerde N-H gerilme bantlarimin genellikle 3200-2700 cm™ araliginda yer aldigi
bildirilmis olup (Lin-Vien vd., 1991), N-H gerilme bantlarinda gézlenen maviye kaymanin
intermolekiiler hidrojen baglanmasindan kaynaklandig: ifade edilmistir (Xavier vd., 2011).
Calismamizda da bilesiklere ait N-H gerilme bantlar1 3300 cm™ civarinda gozlenmistir. C-H
gerilimleri 3002-2999 cm™ araliginda gézlemlenmistir. Ester grubuna ait C=0 gerilimi
1686-1691 cm™ araliginda, benzimidazol halkasina ait N-H egilimi ve Ar-C=C- gerilimleri
ise 1428-1609 cm™ araliginda kaydedilmistir. Ester grubuna ait C-O gerilimi 1216-1283
cm™' araliginda bulunmus, benzimidazol tiirevlerine bagli farkli aromatik halkalara 6zgii
gerilimler, ornegin Ar-F gerilimi 1162-1215 cm™, Ar-Br gerilimi 1065 cm™ ve Ar-Cl
gerilimi 1090 cm™ seklinde gézlemlenmistir. Benzoksazol halkasina bakildiginda tiim
bilesiklerde goriilen karakteristik sinyaller goriilmektedir. C-H gerilim sinyalleri genellikle
3025-2840 cm™! arasinda goriilmiistiir. Ester C=0 gerilimi, tim bilesiklerde 1709-1725
cm™! araliginda net bir pik olarak kaydedilmistir. Aromatik C=C- ve C=N gerilimleri, 1578—
1684 cm™! araliginda yogun bantlar vermistir. Siibstitiie aril gruplarina bagh, Ar-F (1215-
1221 cm™), Ar-Br (1070 cm™) ve Ar-Cl (1088 cm™) gibi halojenli yapilara ait gerilim
sinyalleri gozlemlenmistir. Aromatik eter C-O gerilimi, metoksi substitiienti bulunan

bilesiklerde 1206-1261 cm™ arasinda oldugu tanimlanmustir.

Tiim spektrumlarda gézlenen ortak absorbsiyon pikleri agagida sunulmustur.

3385-3252 cm™: N-H gerilim bandh,

3188-3027 cm™: sp® C-H gerilim bandu,

2980 -2850 cm™: sp® C-H gerilim bandi,

1730 — 1710 cm™: Aril esterler icin C=0 gerilim band:
1650-1600 cm™: C=C (Ar) gerilim bantlar1,
1600-1550 cm™: C=N gerilim bandu,

1300-1100 cm™: Aril esterler icin C-O gerilim band:
1480-1350 cm™: sp® C-H egilim bandi,

1250-1100 cm™: Ar — F gerilim band:

1100-1035 cm™: Ar — ClI gerilim band

1075-1030 cm™: Ar — Br gerilim band:

900-600 cm™: Ar-H diizlem dis1 egilim bantlar
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2.6. In Vitro Biyolojik Aktivite Calismalari

2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen molekiillerin sitotoksisite ¢alismalar1 Isparta
Siileyman Demirel Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali arastirma
laboratuvarinda Dog. Dr. Yalgin ERZURUMLU’nun koordinatorliigiinde gergeklestirilmistir.
Yapilan c¢aligmada sagliklt insan embriyonik bobrek hiicre hatti 293T, insan prostat
adenokarsinomu hiicre hatti LNCaP, insan hepatoselliiler karsinomu hiicre hatt1 HepG2 ve
insan akciger adenokarsinomu hiicre hatti A549 hiicre hattindan faydalanilmigtir. LNCaP
hiicreleri 10% fetal sigir serumu (FBS) ve 2 mM L-glutamin iceren Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 besi ortami igerisinde konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37 °C
derecede %5 CO, varliginda biiytitiilmiistiir. 293T, HepG2 ve A549 hiicre hatlar1 ise 10%
fetal sigir serumu (FBS) ve 2 mM L-glutamin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Media) besi ortami igerisinde konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37 °C derecede %5
CO; varliginda kiiltiire edilmistir. Kiiltiir ¢alismalarinda hiicrelerden elde edilen yanitlari
etkilediginden herhangi bir antibiyotik ilavesi kullanilmamistir. Hiicrelerin mikoplazma

icermedigi MycoAlert™ kiti kullamlarak rutin olarak degerlendirilmistir.

2.6.1.1. WST-1 aracili sitotoksisite testleri

Genis olgekli yiiksek verimli bilesik taramalarinda siklikla kullanilan formazan bazli
testler (MTT, MTS, XTT ve WST-1), secilen kimyasal bilesikle belirli bir inkiibasyon
stiresinin ardindan optik absorbans plaka okuyucular araciligiyla hayatta kalan hiicre sayisini

6lcen biyokimyasal testlerdir (Bacskay vd., 2017; Sazonova vd., 2022).

Hiicre olimiinii 6l¢mek i¢in yaygin olarak kullanilan MTT testi, MTT boyasinda yer
alan  3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromidin tetrazolyum yapisinin
indirgenerek renkli bir formazan {irlinii olusturmasi esasina dayanir. Pozitif yiikli olan MTT
boyasi, hiicre zarindan gegerek hiicre icine alinir ve burada oksidorediiktazlar tarafindan
kataliz edilen kimyasal reaksiyon gerceklesir. Hiicrenin oksidatif durumu ve mitokondriyal
solunum zinciri bu donisiim igin kritik 6neme sahiptir (Berridge vd., 2005; Mosmann,
1983). XTT, MTS ve WST-1-8 testleri ise MTT'nin gelistirilmis versiyonlaridir. Bu testlerde

kullanilan bilesikler negatif yiiklii oldugundan hiicre zarindan dogrudan gegemezler ve
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tetrazolyumun renkli formazan iiriiniine rediiksiyonunu saglamak i¢in elektronlar sitoplazma

veya plazma zarindan tasiyan bir ara elektron akseptoriine ihtiyag duyarlar (Riss vd., 2016).

Sentezlenen molekiillerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla WST-1
ajan1 kullanilarak hiicre canlilik testleri gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina 293T, LNCaP, HepG2 ve A549 hiicreleri 10.000 hiicre/kuyucuk
konsantrasyonunda ekimi gergeklestirilmis ve hiicreler 24 saat kiiltiir sartlarinda inkiibe
edilmistir. Hiicreler kiiltiir kab1 zeminine tutunduktan ve 6zgiin morfolojilerini kazanmasini
takiben DMSO igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanan etkinligi test edilecek bilesikler 0,5,
12,5, 37,5, 45, 65, 87,5 ve 100 uM final konsantrasyonda olacak sekilde hiicrelere 48 saat
uygulanmustir. Kontrol uygulamasi olarak hiicrelere ¢oziicii uygulamasi gerceklestirilmistir.
48 Saatlik siire sonunda WST-1 premix (Takara WST-1 premix # MK400) kullanilarak
spektrofotometre tabanli devam analizleri gergeklestirilmistir. Bu kapsamda {iretici firmanin
onermis oldugu protokol adimlar: takip edilerek tiim ornekler 2 teknik tekrar ve 3 biyolojik
tekrar seti ile calisilmistir. 1Csy degerlerinin hesaplanmasi i¢in GraphPad Prism Version 8.0

programindan faydalanilmustir.

2.6.2. hTopo 1o ELISA Testi

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen molekiillerin hTopo Ila. enzim inhibisyonuna
yonelik calismalar1 Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda Dr. Ogr. Uyesi Ugur KARAGOZ’iin

koordinatdrliigiinde gerceklestirilmistir.

Enzim baglantili immiinosorbent testi (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA) yontemi kullanilan bu calismada, hTopo Ia'nin kantitatif tespiti i¢in tasarlanmig
Topo Ilo. ELISA kiti (#E6652Hu BT-LAB, Shanghai Korain Biotech, Shanghai, China)
kullanilmastir.

Calismanin temel prensibi, hTopo Ila antikoru ile 6nceden kaplanmis plakadaki
kuyucuklara ornekte bulunan hTopo Ilo'nin baglanmasiyla baglamaktadir. Ardindan
biyotinlenmis Insan hTopo Ila antikoru eklenerek, drnekteki hTopo Ila ile etkilesim saglanir.
Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis antikorlara baglanir. Inkiibasyon
sonrasinda, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama tamponu ile uzaklastirilir. Devaminda

substrat ¢gozeltileri eklenir ve olusan renk degisimi, 6rnekteki hTopo Ila miktarina orantilidir.
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Reaksiyon, asidik durdurma c¢ozeltisi eklenerek sonlandirilir ve absorbans, 450 nm dalga

boyunda 6l¢iiliir.

Kitte bulunan tiim reaktifler, standart ¢dzeltiler ve numuneler talimatlara uygun olarak
hazirlanmis ve kullanimdan 6nce oda sicakligina getirilmistir. Standartlar ve numuneler, her
bir kuyucuga ii¢ kez olacak sekilde uygulanmigtir. Kuyucuklara sirastyla 50 pl. standart
¢ozeltisi, ardindan hazirlanan numunelerden 40 pL ve 10 uL hTopo Ila antikoru eklenmistir.
Sonra, bos kontrol kuyusu hari¢ tiim numune ve standart kuyularina 50 uL Streptavidin-HRP
eklenmistir. Plaka 37 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, baglanmamis
Streptavidin-HRP'yi uzaklastirmak igin plaka yikama tamponu ile 5 kez yikanmustir.

Her bir kuyuya sirasiyla 50 pL substrat ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL substrat
cozeltisi B eklenmis, plaka 37 °C'de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe edilmistir.
Islemin sonunda, her bir kuyuya 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve bir mikroplaka
okuyucusu kullanilarak 450 nm dalga boyunda optik yogunluk (OD) degerleri ol¢iilmiistiir.

Standart egri olusturulmasi i¢in her bir standartin ortalama OD degeri diisey (Y)
eksenine, bilinen konsantrasyon degerleri (4000, 2000, 1000, 500, 250 ve 0 ng/L) ise yatay
(X) eksenine yerlestirilmistir. Bu noktalar kullanilarak grafik iizerinde en iyi uyum egrisi
¢izilmistir. Elde edilen denklem, her bir numunenin absorbans ortalamalarindan hareketle,

ortamda kalan baglanmamis hTopo Il konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda kullanilmigtir.

2.7. Sentezlenen Bilesiklerin Molekiiler Kenetlenme Calismalari

3.15 A rezoliisyona sahip etoposid referans ligandiyla kompleks olusturmus hTopo Ila
enzimine ait kristal yapt (PDB: SGWK) (Wang vd., 2017) PDB’den indirilmistir (Berman
vd., 2000; Burley vd., 2019). Molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 i¢in, tasarlanan molekiiller
ChemDraw Professional (22.2.0.3300, PerkinElmer Informatics, Inc.) kullanilarak

olusturulmus ve molekiillerin 3B yapilar tanitilmistir.
Calisma, Windows-x64 platformunda kullanilan Maestro versiyon 14.1.138, MMshare

Versiyon 6.7.138, Sirtim 2024-3 yazilimi (Schrodinger, 2024b) yazilimi araciligiyla
gerceklestirilmistir.
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2.7.1. Proteinin Hazirlanmasi

PDB’den indirilen 5GWK kodlu hTopo Ila enzimine ait kristal yapi, Maestro
Schrédinger yaziliminda yer alan Protein Hazirlama Sihirbazi (Ing. Protein Preparation
Wizard) kullanilarak 6n isleme tabi tutulmustur (Schrodinger, 2024a). H-bag1 atamalari, pH
degeri 7.0 olan PROPKA ile optimize edilmistir (Rostkowski vd., 2011). Protein yapisi, agir
atomlar i¢in 0.30 A RMSD varsayilan kisitlamasiyla OPLS4 kuvvet alami parametreleri
kullanilarak minimize edilmistir (Lu vd., 2021). Olasi baglanma bolgesi, 5SGWK kristal
yapisi igerisinde yer alan etoposid molekiiliiniin merkezi reseptor sekmesinde segili olacak
sekilde kapsayict kutu iginde smirlandirilmistir. Kiibik sekildeki baglanma bolgesinin bir

kenar uzunlugu 20 A olarak belirlenmistir.
2.7.2. Ligandlarin Hazirlanmasi

hTopo Ila enzimi ve DNA baglanma bolgesindeki fizyolojik kosullart taklit etmek
amaciyla Schrodinger Suite 2024—2 LigPrep modiilii ile hazirlanan ve OPLS4 kuvvet alani
ve yiikleriyle olusturulmus ve hazirlanmistir. Tiim olas1 protonasyon ve iyonizasyon
durumlari pH 7,0 + 2,0'de tretilmistir. Her ligand i¢in maksimum 32 stereoizomer siniri

olusturulmustur.
2.7.3. Molekiiler Kenetlenme islemi

Molekiiler kenetlenme ¢alismalari Schrodinger Yazilimimin GLIDE (Grid-based
Ligand Docking with Energetics) modiili kullamilarak gergeklestirilmistir. Ligandlar,
hazirlanan baglanma bolgesine "Ekstra Hassasiyet Modu" (XP) kullanilarak ve her ligand
icin on adet poz treterek molekiiler kenetlenme c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Baglanma
yontemi, bilinen inhibitér etoposidin 0,398 A RMSD (root mean square deviation, kok
ortalama kare sapmasi) degeriyle baglanmasiyla dogrulanmustir. Elde edilen pozlar,
molekiiler baglanma enerjilerinin validasyonu amaciyla daha ileri bir hesaplama yontemi
olan Prime modilinde yer alan MM-GBSA (Molecular Mechanics-Generalized Born
Surface Area) minimizasyon adimina tabi tutulmustur (varsayilan ayarlar, ligand

cevresindeki 5 A iginde kalan kalintilar1 esnek olarak kabul etmistir).
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Sekil 2.6. Etoposid (sar1) ve doking sonucu bulunan en uygun konformasyon (yesil)

Enzim aktif bolgesindeki bilesiklerin baglanma afinitelerini ve en iyi hizalanmalarin
tahmin etmek icin, ligandlar tarafindan olusturulan hidrojen baglar1 ve pi etkilesimleri ile
cevreleyen amino asitler incelenmis ve glideXP ve MMGBSA AG Baglanma skorlari

kullanilmustir.

2.8. Sentezlenen Bilesiklerin In Silico ADME/Toksisite (ADMET) ve ilaca

Benzerlik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Klinik ¢alismalarin ¢ogu test edilen ilag adaylarimin zayif farmakokinetik ve toksisite
oOzelliklerinden dolay1 basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu nedenle, pahali deneysel
prosediirlerden Once sentezlenen bilesiklerin ADMET &zelliklerinin  tahmini, basarili
adaylarin se¢iminde 6nemli bir yere sahiptir. In silico ADMET hesaplamalari, yapi-aktivite
iliskilerini anlamak, ila¢ metabolizmasint ve farmakokinetik ozelliklerini tahmin etmek
amaciyla molekiiler modelleme caligmalar1 kapsaminda yaygin olarak kullanilan bir aragtir

(Ferreira ve Andricopulo, 2019).

Molekiiler kenetlenme caligmalari ile hedef ile potansiyel etkilesimleri incelenen
doktora tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen molekiillerin ilag benzerligi (drug-likeness)
Ozelliklerini  belirlemek i¢cin ADMETLab 3.0 araci kullanilarak ADME analizleri
gergeklestirilmistir (Dong vd., 2018; Fu vd., 2024). Analiz edilen ozellikler arasinda
molekiillere ait ¢esitli fizikokimyasal parametreler (Molekiil agirlifi, Ma; hidrojen bagi
alicist sayisi, nHA; hidrojen bag vericisi sayisi, nHD; donebilen bag sayisi, nRot; molekiilde
yer alan halka sayisi, nRing; toplam polar yiizey alani, TPSA; partisyon katsayisi, logP; suda
¢oziiniirliik, LogS; Lipinski’nin bes kurali (Molekiiler agirlik <500 g/mol, LogP <5, nHD <5,
nHA <10) (Lipinski vd., 1997), Veber kurallarina uygunluklar1 (TPSA <140 A2, nRot <10)
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(Veber vd., 2002) ve QED (ila¢ olabilirlik skoru, Quantitative Estimate of Drug-likeness)
gibi ilaca benzerliklerinin degerlendirilmesine ek olarak, emilim parametreleri (Caco-2
Gegirgenligi, Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) Gegirgenligi, P-glikoprotein (Pgp)
Inhibitérii, P-glikoprotein (Pgp) Substrati, kan-beyin-bariyeri (KBB) penetrasyonu yer
almaktadir. Bir bagka parametre olarak, ilaglarin hedef makromolekiillere taginmasinda
o6nemli adimlardan biri olan insan bagirsak absorbsiyon (Human intestinal absorbtion HIA)
potansiyellerini degerlendirmek amaciyla ADMET-AI ¢evrimigi araci iizerinden sentezlenen
bilesiklerin HIA (Human Intestinal Absorption) degerleri hesaplanmistir (Swanson vd.,
2024).

Sitokrom P450 (CYP) enzimleri, bir¢ok ilacin faz I metabolizmasinda kritik rol oynar
(Wilkinson, 2005). CYP inhibisyonu veya indiiksiyonu, birlikte kullanilan ilaglarin plazma
konsantrasyonlarinda degisikliklere yol agarak istenmeyen etkilere veya etkinlik kaybina
neden olabilir (Backman vd., 1999; Ducharme vd., 1997; SoRelle, 1998; Villikka vd., 1997).
Bu durum, hasta saghgmi ve ilag gelistirme siireglerini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle,
potansiyel ilag-ilag etkilesimlerinin erken tespiti biiyiik nem tasir. ilaglar1 metabolize eden
enzimlerin karacigerde tiretilmesi nedeniyle, ilag metabolizmasimin biiyiik bir kismi bu
organda gergeklesir. Yapilan ¢alismalarla insan karaciger mikrozomal (HLM) stabilitesinin,
bir bilesigin metabolik klerensiyle yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Kwon, 2001).
Doktora tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin, ADMETLab 3.0 ¢evrimi¢i araci
kullanilarak CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4, CYP2B6 ve CYP2CS8
enzimlerine substrat veya inhibitor olma potansiyelleri ile HLM stabiliteleri
degerlendirilmistir (Fu vd., 2024). Mikrozomlar, hepatositlerin diiz endoplazmik
retikulumundan tiireyen vezikiillerdir ve metabolize edici enzimlerin ana yeridir.
Mikrozomal analiz, Sitokrom P450 (CYP) aracili metabolizma dahil olmak {izere Faz I

nedeniyle bir bilesigin klirensini olger.

Bir ilag molekiiliiniin eliminasyon siireci, eliminasyon yar1 émrii (t12) ve klirens (CL)
parametreleri iizerinden degerlendirilmektedir (Storpirtis vd., 2011). ty;, ilacin plazma
konsantrasyonunun baslangi¢ degerinin yarisina diismesi i¢in gereken siireyi ifade ederken;
CL, ilacin viicuttan ne kadar etkili bir sekilde elimine edildigini gosterir ve belirli bir zaman
diliminde temizlenen kan hacmini temsil eder (LaBonia, 2018; Storpirtis vd., 2011). Bu
nedenle, yeni bir ilacin eliminasyon siireglerinin detayli bir sekilde degerlendirilmesi biiyiik

Onem tasir.
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Ilag gelistirme siireclerindeki en &nemli basarisizlik nedenlerinden biri toksisite
sorunlaridir. Kardiyotoksisite riskinin degerlendirilmesinde bilesigin hERG blokorliigiiniin
belirlenmesi 6nemli bir adimdir. Bu kapsamda, kardiyak siireglerde kritik bir rol oynayan
insan ether-a-go-go ile iligkili gen (hERG) proteini, potansiyel kardiyotoksik riskleri de
beraberinde getirebilir. Bu nedenle, ilag gelistirme siireglerinde bilesiklerin hERG kanali ile
baglanma potansiyelinin erken asamalarda degerlendirilmesi biiyiilk 0nem tasimaktadir
(Wang vd., 2012). Bir diger 6nemli degerlendirme y6ntemi olan Ames testi, bilesiklerin
mutajenik potansiyelini belirlemek icin kullanilan en yaygin araglardan biridir. Ozellikle ilag
endiistrisinde, potansiyel kanserojenlerin tespitinde siklikla basvurulan bu yontem, ayni
zamanda in silico ADMET hesaplamalarinda bilesiklerin mutajenite riskini degerlendirmek
amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. (Niu vd., 2024). Bu caligmada sentezlenen
bilesiklerin, ADMETLab 3.0 ¢evrimigi araci tizerinden in silico eliminasyon siiregleri ve

toksisite potansiyelleri degerlendirilmistir (Fu vd., 2024).

Onerilen bilesiklerin farmakokinetik 6zelliklerini analiz etmek igin, bilesiklerin 2D
yapilar1 ChemDraw Professional (22.2.0.3300, PerkinElmer Informatics, Inc.) kullanilarak
olusturulmustur. Her bir bilesigi i¢e aktarmak igin, her bir bilesik igin elde dilen smile
format1 web sitesinin arayliziine girilmistir. ADMETLab 3.0 ilag tasarimi ¢evrimigi hizmeti,

ADMET o6zelliklerini ve parametrelerini elde etmek i¢in kullanilmistir (Fu vd., 2024).
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3. BULGULAR

3.1. Tasarlanan Bilesiklerin Molekiiler Kenetlenme Calismalarina Ait Bulgular

Elde edilen parametreler dogrultusunda CDocker yontemi ile SGWK proteini iizerinde
molekiiler kenetlenme islemi gergeklestirilmistir. 5. Konumda metoksikarbonil yapisi sabit
tutularak benzimidazol ve benzoksazol ana halkalarina 2. konumda siibstitiie fenil halkasina
cesitli  hidrofobik  ozellikte gruplarin  baglanmasi ile molekiillerin  tasarimlar
gerceklestirilmistir. Tasarlanan bilesiklerin baglanma enerjileri -13,56 ile -5,67 kcal/mol
araliginda bulunmustur. Tasarlanan bilesiklerden 2l ve 3h kodlu bilesiklerin 5GWK
proteininin aktif bolgesi ile etkilesiminin {i¢ boyutlu goriintimleri (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2) ve
tasarlanan bilesiklerde baglanma cebinde gozlenen ortak etkilesimler (Sekil 3.3) asagidaki
gibidir.

B Hcojen8ag B = etfenme
Karbon hidrojen 38 [ malkt
Bl =otyon

Sekil 3.1. Tasarlanan 2l bilesiginin SGWK ’nin aktif bolgesinde 2B (sol) ve 3B (sag) goriinimii

ASP.
B:463 GLY

v B:462 e
: . DT
: E3 E:9 =/
i p
By of
S0
|3A§g'7 B =crcjen Bad B mrstficnme

Karkon hidrojen b3b [ malkt

Sekil 3.2. Tasarlanan 3h bilesiginin 5GWK nin aktif bolgesinde 2B (sol) ve 3B (sag) gbriiniimii
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Sekil 3.3. Tasarlanan bilesiklerin yapilan 6n molekiiler kenetlenme calismalari sonucu SGWK’nin

aktif bolgesi ile etkilesimleri

3.2. Baslangic Maddelerinin Eldesi

3.2.1. Metil 3,4-diaminobenzoat (Bilesik 1a)

3,4-Diaminobenzoik asitten hareketle yontem A’ya gore sentezlenmis Ve etil asetattan
yeniden kristallendirilmistir (990 mg, %91,6 verim). CAS: 36692-49-6. Rf: 0,37 (Etil
asetat/Hekzan 50:50). Erime Noktasi (EN): 108,5 °C (109,04 °C (Mizuno vd., 2009) 104-
108 °C (Yildiz-Oren vd., 2004). CgH1oN,O, igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan:
167,18; bulunan: 167,34. FT-IR vy 3435,42; 3362,01; 3324,17; 3264,70 (primer amin, N-
H gerilimleri, asimetrik ve simetrik); 3197,69- 3022,66 (sp2 C-H gerilimleri); 2983,53-
2839,65 (sp® C-H gerilimleri); 1666,84 (Ester C=0 gerilimi); 1585,59; 1512,61 (N-H
egilmesi ile Ar-C=C- ve C=N gerilimleri); 1449,02- 1314,99 (sp> C-H egilimleri); 1314,99
(Ester C-O gerilimi); 891,54 ve 765,83 (1,2,4-trisiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi)

cm,
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3.2.2. Metil 3-amino-4-hidroksibenzoat (Bilesik 1b)

3-Amino-4-hidroksibenzoik asitten hareketle yontem C’ye gore sentezlenmis ve etil
asetattan yeniden kristallendirilmistir (990 mg, %80 verim). CAS: 536-25-4. Rf: 0,22
(EtOAc/petrol eteri 50:50). EN: 143,6 °C (143°C (Ampati vd., 2010). CgHgNO; igin kiitle
(ESI+) m/z [M+H]+ hesaplanan: 168,16; bulunan: 168,35. FT-IR v 3480,35 (O-H
gerilimi); 3389,76; 3297,93 (primer amin, N-H gerilimleri, asimetrik ve simetrik); 3088,09;
3012,09 (sp? C-H gerilimleri); 2959,74- 2959,74 (sp® C-H gerilimleri); 1694,71 (Ester C=0
gerilimi), 1607,94; 1596,85; 1520,32 (N-H egilmesi ile Ar-C=C- ve C=N gerilimleri);
1465,99 - 1341,05 (sp® C-H egilimleri); 1370,08 (Fenol O — H diizlem-i¢i egilme); 1197,80
(Ester C-O gerilimi); 919,13; 762,93 (1,2,4-tristibstitiic benzen diizlem dis1 C-H egilimleri)

cmt,

3.2.3. Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

3.2.3.1. Metil 2-(4-florofenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2a)

1
’ H 6 5
7a
6 N, o 4
o 7 F
e 5 : 3a l\g oy

Bilesik la ve 4-florobenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve etil
asetattan yeniden kristallendirilmistir (952mg, %68 verim). CAS:1307237-88-2. Rf: 0,54
(Etil asetat/Hekzan 50:50). EN: 231,8 °C (232-234,8 °C (Hikawa vd., 2018)). C;sH;1FN,O;
i¢in kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 271,26; bulunan: 271,0. LC tg (dk): 4,50. FT-IR
Vimaks: 3329,53 (N-H gerilimi); 3093,96- 3009,10 (sp® C-H gerilimleri); 2960,5- 2843,39 (sp®
C-H gerilimleri); 1691,07 (Ester C=0O gerilimi); 1609,68- 1428,07 (N-H egilmesi ile Ar-
C=C- ve C=N gerilimleri); 1478,25- 1358,26 (sp® C-H egilimleri); 1223,59 (Ester C-O
gerilimi); 1162,87 (Ar-F gerilimi); 771,01 ve 742,00 (monosiibstitiie benzen diizlem dis1 C-

H egilimleri) cm™.
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3.2.3.2. Metil 2-(3-florofenil)-*H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2b)

Bilesik 1a ve 3-florobenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve etil
asetattan yeniden kristallendirilmistir (864 mg, %64 verim). CAS: 1307238-78-3. Rf: 0,47
(Etil asetat/Hekzan 50:50). EN: 243,1 °C. EN: 232,8 °C (238-240 °C (Kamal vd., 2015).
C15H1:FN,0; icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan:271,08; bulunan:271,64. LC tg degeri
(dk.): 5,06. FT-IR v 3333,62 (N-H gerilimi); 3084,17-3008,15 (sp* C-H gerilimleri);
2960,85-2843,14 (sp*> C-H gerilimleri); 1690,46 (Ester C=0 gerilimi); 1589,67; 1545,37;
1496,99 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1472,37-1359,71 (sp> C-H egilimleri);
1238,27 (Ester C-O gerilimi); 1189,76 (Ar-F gerilimi); 985,20; 879,58; 790,57 (1,3-

distibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

3.2.3.3. Metil 2-(4-bromofenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2c)

1
7 a H 6 5
6 N 21 4'
/ Br
(@]
- 5 3a N o 3
4 3

Bilesik la ve 4-bromobenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve etil
asetattan yeniden kristallendirilmistir (907 mg, %55 verim). CAS: 1307239-87-7 Rf: 0,55
(Etil asetat/Hekzan 50:50). EN: 240,8 °C. CysH1;:BrN,O, icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]"
hesaplanan: 331,00; bulunan: 331,68. LC t (dk): 5,12. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
13,33 (1H, s, NH); 8,20 (1H, s, H4); 8,17 — 8,11 (2H, m, H2’ ve H6’); 7,86 (1H, dd, J = 8,5
ve 1,6 Hz; H6); 7,83 — 7,77 (2H, m, H3” ve H5"); 7,69 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7); 3,88 (3H, s,
CHy3). FT-IR Vs 3287,37 (N-H gerilimi), 3164,08- 3002,31 (sp2 C-H gerilimleri); 2954,01-
2844,07 (sp® C-H gerilimleri); 1688,43 (Ester C=0 gerilimi); 1597,18; 1492,31 (N-H
egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1468,92- 1358,33 (sp® C-H egilimleri); 1216,20
(Ester C-O gerilimi); 1065,13 (Ar-Br gerilimi); 770,07 (1,4-disiibstitiiec benzen diizlem dis1

C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.4. 2¢ Bilesigine ait kiitle spektrumu

3.2.3.4. Metil 2-(3-kloro-4-florofenil)-"H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2d)

Bilesik la ve 3-kloro-4-florobenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis
ve etil asetattan yeniden kristallendirilmistir (925 mg, % 60,8 verim). Rf: 0,55 (Etil
asetat/Hekzan 50:50). EN: 259,8 °C. CisH;oCIFN,O, icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]"
hesaplanan: 305,04; bulunan: 305,39. *H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 13,36 (1H, s, NH);
8,35 (1H, d, J = 2,3 Hz, H1"); 8,18 (2H, m, H4, H6); 7,85 (1H, dd, J = 8,5, 1,6 Hz, H6);
7,68 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7); 7,63 (1H, t, J = 8,9 Hz, H5"); 3,87 (3H, s, CH5). *C NMR (126
MHz, DMSO-dg) 6 166,65 (C=0); 159,37 (C4’); 157,38 (C2); 151,60 (C7a); 128,79 (C3a);
127,67 (C6); 127,61 (C5); 127,43 (C6); 123,73 (C4); 123,58 (C7); 120,50 (C3’); 120,35
(C5%); 117,90 (C2%); 117,72 (C6’); 52,04 (C-Hz). FT-IR vpas: 3294,80 (N-H gerilimi);
3081,94-3026,06 (sp*> C-H gerilimleri); 2999,89-2839,17 (sp*> C-H gerilimleri); 1686,33
(Ester C=0 gerilimi); 1605,94; 1582,81; 1544,46; 1482,65 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C-
gerilimleri); 1472,81-1319,99 (sp* C-H egilimleri); 1264,27 (Ester C-O gerilimi); 1214,70
(Ar-F gerilimi); 1090,27 (Ar-Cl gerilimi); 859,62; 771,01 (1,2,4-trisiibstitiie benzen diizlem
dis1 C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.5. 2d Bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 3.7. 2d Bilesigine ait **C NMR spektrumu
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Sekil 3.8. 2d Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.3.5. Metil 2-(4-metilfenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2e)

1
A H 6 5
6 N 21 4'
/
o) : < >
HsC N s
o)

Bilesik 1a ve 4-metilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve flash
kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflagtirilmistir (650 mg, %49 verim).
Rf: 0,48 (Diklorometan/Metanol 95:5). CAS: 1416340-79-8. EN: 239,5 °C (237-239 °C
Literatiir Hikawa 2018). Ci6H14N,0, icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 267,10;
bulunan: 267,64. LC tg (dk.): 4,43. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 13,16 (1H, s, NH);
8,19 (1H, s, H4); 8,09 (2H, m, H2’, H6’); 7,84 (1H, d, J = 8.4 Hz, H6); 7,65 (1H, s, H7);
7,39 (2H, d, J = 8,0 Hz, H3’, H5’); 3,88 (3H, s, OCHj;); 2,40 (3H, s, CH3). NMR
karakterizasyonu literatiirler uygunluk gostermektedir (Hikawa vd., 2018). FT-IR vyus:
3308,54 (N-H gerilimi); 3060,94; 3014,57 (sp? C-H gerilimleri); 2985,55- 2840,28 (sp*> C-H
gerilimleri); 1691,41 (Ester C=0 gerilimi); 1577,33; 1550,07; 1490,75 (N-H egilimi, C=N
ile Ar-C=C- gerilimleri); 1464,16- 1316,69 (sp° C-H egilimleri); 1283,46 (Ester C-O
gerilimi); 744,18 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dist C-H egilimi) cm™.
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3.2.3.6. Metil 2-(4-etilfenil)-"H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2f)

1
/ H 6 5
6 N:21'< >4' /
/
.0
H3C o I\13 2 3
)

Bilesik la ve 4-etilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve flagh
kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (600 mg, %43 verim).
Rf:0,62 (Diklorometan/Metanol 95:5). CAS: 1416342-83-0. EN: 173,1 °C. C;7HsN,0, i¢in
kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 281,12; bulunan: 281,0. LC tz (dk.): 4,47. '"H NMR
(400 MHz, DMSO-dq) & 13,16 (1H, s, NH); 8,18 (1H, s, H4); 8,12 (2H, m, H2’, H6’); 7,84
(1H, dd, J = 8,4; 1,6 Hz, H6); 7,66 (1H, s, H7); 7,42 (2H, d, J = 8,0 Hz; H3’, H5’); 3,88 (3H,
s, OCHs); 2,69 (2H, g, J = 7,6 Hz, CH,); 1,23 (3H, t, J = 7,7 Hz, CH3). *C NMR (126 MHz,
DMSO-dgs+ 1 damla CF,CO,H) & 165,99 (C=0); 151,87 (C2); 151,15 (C4’); 135,39 (C7a);
132,23 (C4a); 129,61 (C1°); 128,74 (C6): 127,54 (C3°, C5’): 126,97 (C2’, C6’); 120,66 (C5);
115,70 (C6); 114,63 (C4); 52,89 (OCHs); 28,67 (CH,); 15,29 (CH3). FT-IR vpaks: 3080,06
(N-H gerilimi); 3025,16 (sp*> C-H gerilimi); 2951,48 (sp* C-H gerilimi); 1709,30 (Ester C=0
gerilimi); 1613,76, 1584,28, 1554,52, 1503,77 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri);
1466,46 - 1316,58 (sp* C-H egilimleri); 1281,86 (Ester C-O gerilimi); 777,60 (1,4-

disiibstitiie benzen diizlem dist C-H egilimi) cm™.
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3.2.3.7. Metil 2-(4-propilfenil)-*H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2g)

1
7 H 6 s
6 N 21 4' a
/
o) :: : \
H3C 5 ) ,\g 2 3 b
@)

Bilesik 1a ve 4-propilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve flash
kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (525 mg, %46 verim).
Rf: 0,59 (Diklorometan/Metanol 95:5). CAS: 2601739-18-6. EN: 171,2 °C. CygH:3N,0; i¢in
kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 295,14; bulunan: 295,7. LC tg (dk.): 5,22. '"H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 6 13,06 (1H, s, NH); 8,18 (1H, s, H4); 8,10 (2H, d, J = 8,1 Hz; H2’,
H6%); 7,84 (1H, dd, J = 8,5; 1,6 Hz, H6); 7,65 (1H, d, J = 8,4 Hz, H7); 7,39 (2H, d, J =8,0
Hz; H3’, H5”); 3,88 (3H, s, OCH3); 2,65 (2H, t, J = 7,5 Hz, CH,a); 1,66 (2H, m, Hz; CH,b);
0,93 (3H, t, J = 7,3 Hz, CH5). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds+ 1 damla CF;CO,H) & 166,07
(C=0); 151,85 (C2); 149,94 (C7a); 135,23 (C3a, C4’); 132,08 (C2°, C6%); 130,26 (C1);
128,81 (C3’, C5%); 127,88 (C6); 127,19 (C5); 115,79 (C4); 114,61 (C7); 52,85 (OCHy);
37,76 (CH,a); 24,15 (CH,b); 13,76 (CH3). FT-IR vias: 3299,29 (N-H gerilimi); 3033,37
(sp? C-H gerilimi); 2958,21 - 2871,50 (sp* C-H gerilimleri); 1.689,42 (Ester C=0 gerilimi);
1620,38; 1574,92; 1543,67; 1492,15 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1482,11 -
1312,82 (sp® C-H egilimleri); 1288,02 (Ester C-O gerilimi); 746,89 (1,4-disiibstitiie benzen

diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

Spectrum RT 5.06 - 5.83 {41 scans}
GC-BN-30.datx;
ESI + Settings for tune mix using source type ESI Positive, Max: 6.9E8
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3.2.3.8. Metil 2-(4-izopropilfenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2h)

|
/ H 6 5
6 N 21 4'
/
.0 ) < > <
HaC N

Bilesik 1a ve izopropilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve etil
asetattan yeniden kristallendirilmistir (680 mg, % 60,8 verim). CAS: 1416344-06-3. Rf: 0,57
(Etil asetat/Hekzan 50:50). EN: 178,9 °C. CysHigN,O, igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]"
hesaplanan: 295,13; bulunan: 295,00. LC tg (dk.): 5,15. '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
13,19 (1H, s, NH); 8,18 (1H, s, H4); 8,12 (2H, m, H2’, H6’); 7,84 (1H, dd, J = 8,5, 1,7 Hz,
H6); 7,66 (1H, d, J = 8,5 Hz, H7); 7,45 (2H, m, H3’, H5”), 2,97 (1H, m); 1,24 (6H, d, J=6,9
Hz). *C NMR (126 MHz, DMSO-d;) & 166,81 (C=0); 153,98 (C2, C3a); 151,12 (C4’, C7a);
127,20 (C1°); 127,05 (C6); 126,87 (C6, C4, C2°, C6); 123,30 (C3°, C5°); 52,03 (OCHs):
33,43 (CH); 23,67 (CH3). FT-IR vpas:3411,48 (N-H gerilimi); 3075,78-3013,35 (sp*> C-H
gerilimleri); 2955,31-2846,51 (sp* C-H gerilimleri); 1711,70 (Ester C=0 gerilimi); 1593,85,
1550,18, 1515,98, 1494,43 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1468,08-1318,27
(sp® C-H egilimleri); 1297,75 (Ester C-O gerilimi); 757,13 (1,4-disiibstitiiec benzen diizlem

dis1 C-H egilimi)cm™.

=
z
z
B
2
£
E

w

20£9

T 1M et N, i
10£9 | i Aot

m/z

Sekil 3.11. 2h Bilesigine ait kiitle spektrumu

116



3.2.3.9. Metil 2-(4-biitilfenil)-"H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2i)

Bilesik 1a ve 4-biitilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve flash
kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (450 mg, %29,2
verim). Rf: 0,43 (Diklorometan/Metanol 95:5). EN: 144 °C. CygH,N,0, i¢in kiitle (ESI+)
m/z [M+H]* hesaplanan: 309,16; bulunan: 309,7. LC tg (dk.): 5,32. *H NMR (500 MHz,
DMSO-dgs+ 1 damla CF;CO,H) 6 8,30 (1H, d, J = 1,5 Hz; H4); 8,14 (2H, m; H2’, H6); 8,10
(1H, dd, J = 8,6; 1,6 Hz; H6); 7,91 (1H, d, J = 8,6 Hz; H7); 7,57 (2H, d, J = 8,0 Hz; H3’,
H5%); 3,92 (3H, s, CH3); 2,72 (2H, t, J = 7,7 Hz; H,); 1,62 (2H, m; Hy); 1,33 (2H, m; H,);
0,91 (3H, t, J = 7,4 Hz; Hy). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds+ 1 damla CF5CO,H) & 165,75
(C=0); 151,66 (C2); 149,21 (C4’); 135,55 (C7a); 132,38 (C3a); 129,77 (C1’); 128,26 (C2’,
C3’, C5°, C6°); 126,92 (C6); 126,42 (C5); 115,48 (C7); 114,38 (C4); 52,61 (OCHy); 34,93
(Ca); 32,74 (Cp); 21,85 (C.); 13,75 (Cy). FT-IR vpmas:3310,49 (N-H gerilimi); 2928,56-
2857,71 (sp> C-H gerilimi); 1702,54 (Ester C=0 gerilimi); 1584,90, 1553,69, 1505,97 (N-H
egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1432,43- 1315,95 (sp®> C-H egilimleri); 1208,83
(Ester C-O gerilimi); 752,92 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

Spectrum RT 5.13 - 6.04 {48 scans}
GC-BN-34.datx;
ESI + Settings for tune mix using source type ESI Positive. Max: 7.7E8
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3.2.3.10. Metil 2-(4-izobiitilfenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2k)

Bilesik la ve 4-izobiitlbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (500 mg, %32,5
verim). Rf: 0,62 (Diklorometan/Metanol 95:5). EN: 161,1 °C. C19H»0N,0, i¢in kiitle (ESI+)
m/z [M+H]"* hesaplanan: 309,15; bulunan: 309,1. LC tz (dk.): 5,25. *H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) & 13,17 (1H, s, NH); 8,18 (1H, s, H4); 8,11 (2H, d, J = 8,1 Hz, H2’, H6’); 7,84
(1H, dd, J = 8.4, 1,6 Hz, H6); 7,66 (1H, s, H7); 7,37 (2H, m, H3’, H5"); 3,88 (3H, s, OCH3);
2,54 (2H, d, J = 7,2 Hz, CH5); 1,90 (1H, m, CH); 0,90 (6H, d, J = 6,6 Hz, CH5). *C NMR
(126 MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF;CO,H) & 165,90 (C=0); 151,86 (C2); 135,16 (C7a);
132,00 (C3a); 130,67 (C1”); 128,50 (C3’, C5°); 127,58 (C2’, C6); 126,97 (C5); 120,53 (C6);
115,61 (C4); 114,54 (C7); 52,80 (OCHs); 44,78 (CH); 29,86 (CH,); 22,22 (CH3). FT-IR
Vmaks: 3310,47 (N-H gerilimi); 2950,86- 2867,85 (sp®> C-H gerilimleri); 1701,31 (Ester C=0
gerilimi); 1553,3, 1506,29, 1477,46 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1465,81 -
1314,66 (sp® C-H egilimleri); 1223,46 (Ester C-O gerilimi); 752,59 (1,4-disiibstitiie benzen
diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.
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PerkinEimer Spectrum IR Version 10.62
WMonday, August 12, 2024 11:34 AM

Analyst Administrator

Date Monday. August 12. 2024 11:34 AM

963
904
85]

804

754

%T

704

654

604

551

Y
74 87em 1
752.58em-1
504

4000 3500 3000 2500 2000 500400

c
s BN-25_1 Samplc 040 By Administrator Date Monday. August 12 2024

[ Source Spectra Results |

Spectium Name [Number Of Peaks |
|BN-25_1 E

Sekil 3.21. 2k Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.3.11. Metil 2-(4-(tert-biitil)fenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2I)

1
. H 6 5
6 N:z 1'< >4‘ é
Y/
/O 5 3a N > :
4 3 3

Bilesik 1a ve 4-tert-biitilbenzaldehitten hareketle Yontem B’ye gore sentezlenmis ve
etil asetattan yeniden kristallendirilmistir (864 mg, %56 verim). CAS: 104224-21-7. Rf: 0,64
(Etil asetat/Hekzan 50:50). EN: 215,2 °C (212 °C (Bernardon, 1984), 208 °C (Shroot, 1988).
C19H2N,0; icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 309,38; bulunan: 309,1. LC t; (dK):
5,12. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 13,18 (1H, s, NH); 8,24 (1H, s, H4); 8,16 — 8,10
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(2H, m, H2’ ve H6’); 7,84 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6); 7,71 (1H, s, H7); 7,62 — 7,58 (2H, m,
H3’ve H5%); 3,88 (3H, s, OCHzy); 1,34 (9H, s, CHj;). FT-IR v 3297,52 (N-H gerilimi);
3066,29- 3020,58 (sp> C-H gerilimleri); 2951,54- 2864,76 (sp® C-H gerilimleri); 1688,62
(Ester C=0 gerilimi); 1445,79- 1362,15 (asimetrik ve simetrik sp® C-H egilimleri); 1510,79;
1491,05; 1445,79 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1284,99 (Ester C-O gerilimi);
765,49 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

3.2.3.12. Metil 2-(4-pentilfenil)-‘H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2m)

Bilesik 1la ve 4-pentilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve flash
kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (500 mg, %30 verim).
Rf: 0,47 (Diklorometan/Metanol 95:5). EN: 133,7 °C. CyH»,N,0, i¢in kiitle (ESI+) m/z
[M+H]" hesaplanan:323,17; bulunan: 323,2. LC tg (dk.): 5,59. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
de+ 1 damla CFsCO,H) & 8,31 (1H, d, J = 1,4 Hz; H4); 8,12 (3H, m; H2’, H6’, H6); 7,92
(1H, d, J = 8,6 Hz; H7); 7,57 (2H, m; H3’, H5"); 3,91 (3H, s, OCHy); 2,71 (2H, t,J = 7,7 Hz;
H.), 1,64 (2H, m, Hy); 1,30 (4H, dddd, J = 13,9; 10,9; 6,6; 2,6 Hz, H, ve Hg); 0,86 (3H, t, J =
6,9 Hz, H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF;CO,H) & 165,76 (C=0); 151,58
(C2); 149,59 (C4’); 135,18 (C7a); 132,02 (C3a); 129,88 (C1’); 128,44 (C3’, C5’); 127,26
(C2’, C6%); 126,70 (C6); 120,44 (C5); 118,65 (C4); 114,41 (C7); 52,67 (OCHsy); 35,31 (C,);
31,04 (Cy, C,); 22,07 (Cy); 13,92 (Ce). FT-IR vimaks:3310,53 (N-H gerilimi); 2950,13-2855,76
(sp® C-H gerilimi); 1701,19 (Ester C=0 gerilimi); 1701,19; 1584,42; 1543,67; 1553,23;
1505,88 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1467,60-1315,37 (sp® C-H egilimleri);
1208,13 (Ester C-O gerilimi); 752,61 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dist C-H egilimi) cm™.
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3.2.3.13. Metil 2-(4-metoksifenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2n)

6' 5'

>—<2 N OCH

2' 3'

[e)]
wZs ZT .

Bilesik la ve 4-metoksibenzaldehitten hareketle yontem B’ye goére

sentezlenmis ve

flash kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (600 mg, %42,5
verim). Rf: 0,47 (Diklorometan/Metanol 95:5). CAS:138969-09-2. EN: 231,9 °C (230-232
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°C (Hikawa vd., 2018), 231-234 °C (Kamal vd., 2015), 226 °C (Ayhan-Kilcigil vd., 1999)).
C16H14N,O3i¢in kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 283,10; bulunan: 283,49. LC tg (dk.):
4,48. 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF;CO,H) & 8,24 (1H, d, J = 1,4 Hz; H4);
8,18 (2H, m; H2', H6"); 8,07 (1H, dd, J = 8,5; 1,5 Hz, H6); 7,86 (1H, d, J = 8,6 Hz; H7); 7,28
(2H, m; H3', H5'); 3,89 (6H, s; H,, Hy). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF;CO,H)
d 165,79 (C=0); 164,09 (C4"); 151,38 (C2); 134,98 (C7a); 131,78 (C3a); 130,57 (C6);
127,24 (C2', C6"); 126,71 (C5); 118,76 (C4); 115,23 (C7); 114,71 (C3', C5'); 56,03 (Cy);
52,67 (C,). NMR karakterizasyonu literatiirle uygunluk gostermektedir (Hikawa vd., 2018).
FT-IR Vias: 2991,66-2839,31 (N-H gerilimi, sp3 C-H gerilimleri); 1714,27 (Ester C=0
gerilimi); 1608,79, 1581,57, 1552,87, 1553,23, 1504,88 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C-
gerilimleri); 1462,99-1319,93 (sp3 C-H egilimleri); 1280,93 (Ester C-O gerilimi); 1255,19
(Aromatik eter C-O gerilimi); 739,74 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

3.2.3.14. Metil 2-(3,5-dimetilfenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (20)

Bilesik 1a ve 3,5-dimetilbenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis ve
flash kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmustir (650 mg, %46
verim). Rf: 0,50 (Diklorometan/Metanol 95:5). CAS:2623353-04-6. EN: 208,8 °C.
C17H16N,0; igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 281,12; bulunan: 281,6. LC tg (dk.):
4,47."H NMR (500 MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF,CO,H) & 8,28 (1H, d, J = 1,4 Hz, H4):
8,09 (1H, dd, J = 8,6; 1,5 Hz, H6); 7,91 (1H, s, H7); 7,85 (2H, d, J = 1,6 Hz; H2’, H6"); 7,40
(1H, s, H4%); 3,91 (3H, s, OCH3); 2,41 (6H, s, CHs). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg+ 1
damla CF,CO,H) § 165,73 (C=0); 151,64 (C2); 139,34 (C7a); 135,47 (C3°, C5’); 135,17
(C3a); 132,32 (C1°, C4°); 126,50 (C6); 125,84 (C2°, C6°); 123,14 (C5); 115,51 (C4); 114,42
(C7); 52,62 (OCHs); 20,83 (CH3). FT-IR Viaks: 3335,48 (N-H gerilimi); 3020,48 (sp* C-H
gerilimi); 2951,32-2844,48 (sp* C-H gerilimleri); 1690,86 (Ester C=0 gerilimi); 1605,26,
1579,64, 1529,83, 1490,56 (N-H egilimi, C=N ile Ar-C=C- gerilimleri); 1458,17- 1313,07
(sp® C-H egilimleri); 1286,80 (Ester C-O gerilimi); 849,25 ve 750,50 (1,3,5-tristibstitiie

benzen diizlem dis1 C-H egilimleri) cm™.
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Spectrum RT 4.67 - 5.32 {35 scans}
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3.2.3.15. Metil 2-(3,5-dimetoksifenil)-'H-benzimidazol-5(6)-karboksilat (2p)

Bilesik la ve 3,5-dimetoksibenzaldehitten hareketle yontem B’ye gore sentezlenmis
ve flash kolon kromatografisi (Diklorometan/Metanol 95:5) ile saflastirilmistir (500 mg,
%46 verim). Rf: 0,58 (Diklorometan/Metanol 95:5). EN: 208,5 °C. Ci7H16N,0y igin kiitle
(ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 312,11; bulunan: 312,7. LC tg (dk.): 4,17. *H NMR (500
MHz, DMSO-dg+ 1 damla CF;CO,H) 6 8,29 (1H, d, J = 1,5 Hz, H4); 8,06 (1H, dd, J = 8,6;
1,6 Hz, H6); 7,89 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7); 7,40 (2H, d, J = 2,3 Hz, H2’, H6°); 6,83 (1H, t, J =
2,2; 2,2 Hz; H4’); 3,90 (3H, s, OCHa); 3,86 (6H, s, OCH3b). *C NMR (126 MHz, DMSO-
det+ 1 damla CF;CO,H) 6 165,79 (C=0); 161,34 (C3’, C5’); 151,34 (C2); 135,79 (C7a);
132,69 (C3a); 126,95 (C1°); 126,42 (C5); 125,11 (C7); 115,78 (C4); 114,51 (C6); 106,03
(C2’, C6’); 105,40 (C4’); 55,90 (OCHgsb); 52,60(0OCHsa). FT-IR vpus: 3308,19 (N-H
gerilimi); 3071,46 ve 3000,09 (sp® C-H gerilimi); 2975,64-2840,49 (sp®> C-H gerilimi;
1683,95 (Ester C=0 gerilimi); 1615,35; 1592,62; 1582,61; 1536,04 (N-H egilimi, C=N ile
Ar-C=C- gerilimleri); 1478,69-1323,34 (sp® C-H egilimleri); 1293,99 (Ester C-O gerilimi);
1205,51 ve 1216,14 (Aromatik eter C-O gerilimleri); 858,50 ve 743,77 (1,3,5-trisiibstitiic

benzen diizlem dis1 C-H egilimleri) cm™.
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Spectrum RT 4.66 - 5.54 {47 scans}
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3.2.4. Benzoksazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezleri

3.2.4.1. Metil 2-(4-florofenil)benzoksazol-5-karboksilat (3a)

71 & s
6 O, + 4
0 7 F
e 5 N \ )
4 3z 2 3

Bilesik 1b ve 4-florobenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis ve kolon
kromatografisi (Diklorometan: %2100) ile saflastirilmistir (550 mg, %39,3 verim). Rf: 0,57
(Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 779204-18-1. EN: 125,1 °C (122 °C (Thakral vd.,
2022)). C1sH10FNO; icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]"* hesaplanan: 272,07; bulunan: 272,35. *H
NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 8,33 (1H, d, J = 1,6 Hz; H4), 8,28 (2H, m; H2', H6"), 8,06
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(1H, dd, J = 8,6; 1,7 Hz; H6), 7,92 (1H, d, J = 8,5 Hz; H7), 7,48 (2H, m; H3', H5'), 3,91 (3H,
S; CH3). NMR karakterizasyonu literatiir ile uygunluk géstermektedir (Thakral vd., 2022).
FT-IR Vimaks:3191,29-3029,65 (sp2 C-H gerilimleri); 2962,08-2850,08 (sp3 C-H gerilimleri);
1725,94 (Ester C=0 gerilimi); 1598,37-1501,45 (Ar-C=C- ve C=N gerilimleri); 1469,14—
1353,00 (sp® C-H egilimleri); 1300,83 (Ester C-O gerilimi); 1215,44 (Ar-F gerilimi); 749,21

(1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimleri) cm™.

3.2.4.2. Metil 2-(3-florofenil)benzoksazol-5-karboksilat (3b)

71 s s
6 O. 1 .
7
O 5 N —
4 A

Bilesik 1b ve 3-florobenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis ve flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmistir (600 mg, %36.3
verim). Rf: 0,45 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 1307238-78-3. EN: 131,0 °C (136 °C,
(Thakral vd., 2022). CysHyBrNOs; igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 272,06;
bulunan: 272,2. LC tg (dk.): 6,40. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,37 (1H, d, J = 1,7 Hz;
H4); 8,09 (2H, ddd, J = 7,7; 2,7; 1,5 Hz; H6, H1°); 7,97 (2H, m; H7, H6"); 7,71 (1H, td, J =
8,1; 8,0; 5,8 Hz; H5’); 7,55 (1H, m, H4"); 3,91 (3H, s, OCHj). **C NMR (126 MHz, DMSO-
ds) & 165,84 (C=0); 163,31 (C2); 162,88 (d, "Jcr = 237,7 Hz, C3°); 153,26 (C7a); 141,55
(C3a); 131,83 (d, *Jc.r = 8,3 Hz, C1°); 130,99 (C5); 128,08 (d, *Jc.r = 8,7 Hz, C5°); 127,28
(C6); 123,85 (C6°); 121,18 (C4); 119,47 (d, 2Jcr = 21,1 Hz, C2°); 114,32 (d, e = 23,3 Hz,
C4); 111,49 (C7); 52,47 (OCHy). NMR karakterizasyonu literatiirle uygunluk
gostermektedir (Thakral vd., 2022). FT-IR Vias:3059,29 (sp? C-H gerilimi); 2954,72 (sp® C-
H gerilimi); 1712,91 (Ester C=0 gerilimi); 1610,06; 1592,15; 1489,82; 1476,24 (C=N ve Ar-
C=C- gerilimleri); 1453,59- 1351,88 (sp® C-H egilimleri); 1293,37 (Ester C-O gerilimi);
1206,20 (Ar-F gerilimi); 930,32; 879,57; 796,09 (1,3-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H

egilimi) cm™.
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3.2.4.3. Metil 2-(4-bromofenil)benzoksazol-5-karboksilat (3c)

1 R
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o / Br
-~ 5 N \ ,
4 3 % 3

Bilesik 1b ve 4-bromobenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis ve
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %2100) kullanilarak saflastirilmistir (600 mg,
%36.3 verim). Rf: 0,55 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 1307239-87-7. EN: 155,6 °C
(144 °C (Thakral vd., 2022)). CysH1oBrNO; icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan:
330,98; bulunan: 332,43. LC tg (dk.): 7,12. *"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,35 (1H, d, J
= 1,7 Hz; H4); 8,15 (2H, m, H2’, H6’); 8,08 (1H, dd, J = 8,6; 1,7 Hz, H6); 7,93 (1H, d, J =
8,7 Hz; H7); 7,86 (2H, m; H3’, H5), 3,91 (3H, s, CH3). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) &
165,77 (C=0); 163,00 (C2); 153,18 (C7a); 141,59 (C3a); 132,46 (C2’, C6’), 129,37 (C3’,
C5%); 127,05 (C1); 126,80 (C4’); 126,16 (C5); 125,07 (C6); 120,98 (C4); 111,30 (C7);
52,33 (OCHz). NMR Kkarakterizasyonu literatiirle uygunluk géstermektedir (Thakral vd.,
2022). FT-IR Vmas: 2993,66; 2951,60 (sp® C-H gerilimleri); 1716,94 (Ester C=0 gerilimi);
1679,56; 1621,94 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1478,02-1350,30 (sp® C-H egilimleri);
1296,39 (Ester C-O gerilimi); 1070,34 (Ar-Br gerilimi); 765,62 (1,4-disiibstitiie benzen

diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

3.2.4.4. Metil 2-(3-kloro-4-florofenil)benzoksazol-5-karboksilat (3d)
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Bilesik 1b ve 3-kloro-4-florobenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmistir (549 mg, %
36 verim). Rf: 0,69 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 194,1 °C. C;sHyCIFNO; igin kiitle
(ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 306,03; bulunan: 306,42. LC tg (dk.): 7,2. '"H NMR (500
MHz, CDCls) 6 8,45 (1H; d; J = 1,6 Hz; H4); 8,33 (1H; dd; J = 7,0; 2,2 Hz; H6); 8,14 (2H;
m; H2’, H6’); 7,61 (1H, d, J = 8,5 Hz; H7); 7,31 (1H, t, J = 8,6; 8,6 Hz; H5"); 3,97 (3H, s,
OCHj;).*C NMR (126 MHz, CDCI;) & 166,74 (C=0); 162,33 (C2); 161,53 (d, “Jc.y =257,3
Hz, C4’); 153,82 (C7a); 142,17 (C3a); 130,47 (C5); 128,03 (d, *Jcy = 7,3 Hz, C2°); 127,56
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(d, e = 6,4 Hz, C6°); 124,12 (C1°); 122,47 (d, *Jons = 18,4 Hz, C3°); 122,32 (C4);
117,60 (d, e = 22,0 Hz C5°); 110,64 (C7); 52,55 (OCH3). FT-IR Vias: 3099,35- 3027,01
(sp® C-H gerilimleri); 2957,74- 2838,09 (sp® C-H gerilimleri); 1720,10 (Ester C=0 gerilimi);
1623,25; 1601,88; 1485,88 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1455,89-1349,33 (sp’° C-H
egilimleri); 1287,95 (Ester C-O gerilimi); 1221,78 (Ar-F gerilimi); 1088,01 (Ar-ClI gerilimi);
886,62; 763,52 (1,2,4-trisiibstitiic benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™,

BO-21 27 (0.272) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES*

100 306.42 1.13e7
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142.96 429.75
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32355
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Sekil 3.33. 3d Bilesigine ait kiitle spektrumu

Sekil 3. 34. 3d Bilesigine ait "H NMR spektrumu
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Sekil 3. 36. 3d Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.5. Metil 2-(4-metilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3e)
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Bilesik 1b ve 4-metilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye goére sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirtlmistir (450 mg, %34
verim). Rf: 0,42 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 63556-97-8. EN: 235,3 °C (237-239
°C (Hikawa vd., 2018)). Ci¢H;3NO;s igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 268,09;
bulunan: 268,0. LC tg (dk.): 7,12. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,32 (1H, m, H4); 8,13
(2H, m, H2’, H6’); 8,05 (1H; dd; J = 8,5; 1,7 Hz; H6); 7,91 (1H; d; J = 8,5 Hz; H7); 7,45
(2H; d; J = 8,1 Hz; H3’; H5"); 3,91 (3H, s, OCHs); 2,43 (3H, s, CHy). '"H NMR
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karakterizasyonu literatiirle uygunluk gostermektedir (Yeob; vd., 2017). *C NMR (126
MHz, DMSO-dg) 9 165,90 (C=0); 164,00 (C2); 153,15 (C7a); 142,78 (C3a); 141,78 (C4’);
129,98 (C3’, C57); 127,54 (C2’, C6’); 126,72 (C6); 126,60 (C1°); 123,12 (C5); 120,74 (C4),
111,16 (C7); 52,38 (OCH3); 21,21 (CHj). FT-IR vpaus:2989,32; 2951,52 (sp® C-H
gerilimleri); 1718,00 (Ester C=0O gerilimi); 1611,06; 1579,63; 1498,14 (C=N ve Ar-C=C-
gerilimleri); 1469,54 1313,84 (sp® C-H egilimleri); 1294,23 (Ester C-O gerilimi); 748,22

(1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

3.2.4.6. Metil 2-(4-etilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3f)
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Bilesik 1b ve 4-etilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmustir (512 mg, % 36
verim). Rf: 0,44 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 127,3 °C. C;H1sNO3zi¢in kiitle (ESI+)
m/z [M+H]* hesaplanan: 282,11; bulunan: 282,1. LC tg (dk.): 7,22. *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 8,32 (1H; d; J = 1,6 Hz; H4); 8,15 (2H, m, H2’, H6’); 8,05 (1H; dd; J=8,5; 1,6
Hz; H6); 7,91 (1H; d; J = 8,5 Hz; H7); 7,48 (2H, m, H3’, H5); 3,90 (3H, s, OCHjy); 2,72
(2H, g; J = 7,6 Hz; CH,); 1,24 (3H; t; J = 7,6 Hz; CH5). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) &
165,91 (C=0); 164,01 (C2); 153,17 (C7a); 148,84 (C4’); 141,80 (C3a); 128,83 (C3’, C5’);
127,66 (C1°); 126,74 (C2’, C6’); 126,62 (C5); 123,37 (C6); 120,76 (C4); 111,18 (C7); 52,39
(OCH); 28,21 (CH,); 15,12 (CH3). FT-IR Vinaks:3036,68 (sp” C-H gerilimi); 2972,13-2844,07
(sp® C-H gerilimleri); 1709,91 (Ester C=0 gerilimi); 1613,14; 1578,35; 1498,00 (C=N ve
Ar-C=C- gerilimleri); 1458,07- 1315,97 (sp® C-H egilimleri); 1286,48 (Ester C-O gerilimi);
767,11 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.37. 3f Bilesigine ait kiitle spektrumu
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3.2.4.7. Metil 2-(4-propilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3g)
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Bilesik 1b ve 4-propilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye goére sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflagtirilmistir (524 mg, %35,5
verim). Rf: 0,42 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 98,1 °C. Ci;gH;17NOj igin kiitle (ESI+)
m/z [M+H]" hesaplanan: 296,12; bulunan: 296,0. LC tg (dk.): 7,43. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 8,33 (1H, d, J = 1.7 Hz, H4); 8,15 (2H, m, H2’, H6’); 8.05 (1H, dd, J = 8,6; 1,7
Hz, H6), 7,91 (1H, d, J = 8,6 Hz; H7); 7,47 (2H, d, J = 8,1 Hz; H3’, H5’); 3,91 (3H, s,
OCH,); 2,68 (2H, t, J = 7,6 Hz; H.); 1,66 (2H, m, Hy); 0,93 (3H, t, J = 7,3 Hz; H,). *C NMR
(126 MHz, DMSO-dg) 6 165,97 (C=0); 164,07 (C2); 153,21 (C7a); 147,33 (C4’); 141,83
(C3a); 129,43 (C3’, C5); 127,62 (C2°, C6); 126,79 (C5); 126,65 (C1°); 123,43 (C6); 120,80
(C4); 111,22 (C7); 52,44 (OCH,); 37,22 (C,); 23,76 (Cp); 13,65 (Cc). FT-IR Viaks:2956,59-
2872,07 (sp® C-H gerilimi); 1715,20 (Ester C=0 gerilimi); 1623,48; 1579,67; 1499,245
(C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1452,72- 1321,12 (sp® C-H egilimleri); 1293,07 (Ester C-O
gerilimi); 749,91 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.42. 3g Bilesigine ait kiitle spektrumu

Chromatogram
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Chrematogram Information
User Name Sun lab
Date Modified 12/21/2023 11

:24 AM
Description
HPLG Systsm Name PLC-MS
Injection Date 12/21/2023 11:01:23 AM
Volume 100 [ul]
Sample # 4
Project Name Sun leb
Acquisition Time 100 [min]
Acauisition Seauence GC-2023-12-21-B021-27-30-33-36-BN-25
Cantrol Method General-B3-1ml method
MS Method Default-positive
Peak ID Table

Additional Information

Channel & Pesk Information Table

‘Chromatogram Name BO30-CHS

Sampla Name

Channel Name 2540

Sampling Interval 200 [meec]
ak Method (Manual)

Sekil 3.43. 3g Bilesigine ait LC spektrumu

80-30_PROTON_01
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Sekil 3.44. 3g Bilesigine ait "H NMR spektrumu
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Sekil 3.45. 3g Bilesigine ait *>C NMR spektrumu

PeskinElmer Spectrum IR Version 1062
Tuesdsy August 13,2004 11.07 AM
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Sekil 3.46. 3g Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.8. Metil 2-(4-izopropilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3h)

1 \
6 O:z 1'< >4‘ <
H3C/O 5 N: —
Bilesik 1b ve 4-izopropilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmistir (487 mg, %33
verim) Rf: 0,42 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 103,6 °C. CysH;NOs i¢in kiitle (ESI+)
m/z [M+H]" hesaplanan: 296,12; bulunan: 296,47. LC tg (dk.): 7,2. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) & 8,31 (1H; d; J = 1,6 Hz; H4); 8,14 (2H, m, H2’, H6’); 8,04 (1H; dd; J = 8,5; 1,7
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Hz; H6); 7,90 (1H; d; J = 8,6 Hz; H7); 7,51 (2H, m, H3’, H5”); 3,90 (3H, s, OCHjy); 3,01
(1H; m; CH); 1,26 (6H; d; J = 6;9 Hz; CH;). *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) 5 165,87
(C=0); 163,95 (C2); 153,31 (C7a); 153,15 (C4’); 141,79 (C3a); 127,69 (C5, C1°); 127,39
(C2’, C6%); 126,71 (C6); 126,59 (C3°, C5); 120,75 (C4); 111,16 (C7); 52,37 (OCHj3); 33,53
(CH); 23,49 (CHs). FT-IR vpas:3162,83; 3060,71 (sp> C-H gerilimleri); 2977,34- 2842,03
(sp® C-H gerilimleri); 1716,29 (Ester C=0 gerilimi); 1611,49; 1581,81; 1468,68 (C=N ve
Ar-C=C- gerilimleri); 1452,89- 1313,91 (sp® C-H egilimleri); 1292,43 (Ester C-O gerilimi);
766,62 (1,4-distibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

BO-22 19 (0.191) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 296.47
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295.58

20843 35058 484.81
103.47 -
144.78 229 60 | 4
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Sekil 3.47. 3h Bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 3.48. 3h Bilesigine ait "H NMR spektrumu
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Sekil 3.49. 3h Bilesigine ait “*C NMR spektrumu

Analyst Administrator
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Sekil 3.50. 3h Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.9. Metil 2-(4-biitilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3i)

Bilesik 1b ve 4-biitilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflagtirilmistir (450 mg, %29
verim). Rf: 0,45 (EtOAc/Pet 20:80). EN: 121,1 °C. Cy9H1gNOsigin kiitle (ESI+) m/z [M+H]"
hesaplanan: 310,14; bulunan: 310,0. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,42 (1H, d, J = 1,6 Hz;
H4); 8,14 (2H, d, J = 8,3 Hz; H2’, H6’); 8,07 (1H, dd, J = 8,5; 1,7 Hz; H6); 7,57 (1H, d, J =
8,5 Hz; H7); 7,33 (2H, d, J = 8,1 Hz; H3’, H5’); 3,94 (3H, s, OCHj3); 2,68 (2H, m, H,); 1,63
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(2H, m, Hy); 1,37 (2H, m, H,); 0,93 (3H, t, J = 7,4 Hz; Hy). *C NMR (126 MHz, CDCl;) &
166,80 (C=0); 164,61 (C2); 153,64 (C7a); 147,60 (C3a); 142,33 (C4’); 129,09 (C3’, C5’);
127,81 (C1°, C2’, C6’); 126,95 (C5); 126,83 (C6); 124,02 (C4); 110,25 (C7); 52,29 (OCHy);
35,73 (Co), 33,26 (Cy); 22,33 (C.); 13,90 (Cy). FT-IR Vius:2956,99-2857,89 (sp® C-H
gerilimi); 1715,07 (Ester C=0 gerilimi); 1622,88; 1500,27; 1578,58; 1469,44 (C=N ve Ar-
C=C- gerilimleri); 1434,84-1322,75 (sp® C-H egilimleri); 1292,83 (Ester C-O gerilimi);
750,68 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi).cm™.

£
=
£
g
£

600
m/z

f1 (ppm)

Sekil 3.52. 3i Bilesigine ait ‘H NMR spektrumu

Sekil 3.53. 3i Bilesigine ait *C NMR spektrumu
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Sekil 3.54. 3i Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.10. Metil 2-(4-izobiitilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3Kk)

7 1 .
. 74 '6 5
2 1 4
V
0]
i 5 3a N
H3C I s i 3

Bilesik 1b ve 4-izobiitilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflasgtirilmistir (500 mg, %32
verim). Rf: 0,43 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 107,2 °C. C1gH1gNOjzi¢in kiitle (ESI+)
m/z [M+H]" hesaplanan: 310,14; bulunan: 310,2. LC tg (dk.): 8,12. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 8,32 (1H, m, H4): 8,15 (2H, m, H2’, H6°); 8,05 (1H, dd, J = 8,6; 1,7 Hz, H6);
7,91 (1H, dd, J = 8,5; 0,7 Hz, H7); 7,43 (2H, m, H3’, H5"); 3,91 (3H, s, OCHs); 2,57 (2H, d,
J = 7,2 Hz, CH,); 1,92 (1H, m, CH); 0,90 (6H, d, J = 6,6 Hz, CH3). **C NMR (126 MHz,
DMSO-dg) & 165,82 (C=0); 163,95 (C2); 153,12 (C7a); 146,19 (C3a); 141,76 (C4’); 129,88
(C3’, C5%); 127,37 (C2°, C6°); 126,64 (C1°); 126,55 (C5); 123,40 (C6); 120,70 (C4); 111,08
(C7); 52,29 (OCHy); 44,41 (CHy); 29,45 (CH); 22,06 (CH3). FT-IR vyaks: 2969,10- 2846,02
(sp® C-H gerilimleri); 1718,60 (Ester C=0 gerilimi), 1621,28; 1577,61; 1498,89 (C=N ve Ar-
C=C- gerilimleri); 1462,50-1313,57 (sp® C-H egilimleri); 1291,83 (Ester C-O gerilimi);
766,31 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.55. 3k Bilesigine ait kiitle spektrumu
Chromatogram
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Cheomatogram Information

User Name Sun leb,
Date Modfied 11/24/2023 11:56:10 AM
Description
HPLC System Name C-US
Injection Date 11/24/2023 11:45:10 AM
Volume 100 [ul]
Samle #
Project Name P
Acauisition 100 [min)
Acauisition Sequence GC-BO-2023-11-24
Control Metho General-B5~1ml method
S Method Dofault-positive
Peak ID Table
ibration Method
Adsitional Information
Channel & Peak information Table
BO-25-CH5
25400m
200 [msec]
(Manual)

Sekil 3.56. 3k Bilesigine ait LC spektrumu
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Sekil 3.57. 3k Bilesigine ait "H NMR spektrumu
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Sekil 3.58. 3k Bilesigine ait “*C NMR spektrumu

WT

Sekil 3.59. 3k Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.11. Metil 2-(4-tert-biitilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3I)

7 01 -
6 :2 1'< >4' é
/
/O 5 N \ .
4 3 2 3

Bilesik 1b ve 4-tert-biitilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis ve
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmistir (450 mg, %29
verim). Rf: 0,53 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 1982132-35-3. EN: 151,5 °C.
C19H1gNO; icin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 310,14; bulunan: 310,2. LC t; (dk.):
7,40. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,33 (1H, d, J = 1,6 Hz; H4), 8,17 (2H, m; H2", H6"),
8,05 (1H, dd, J = 8,6, 1,7 Hz; H6), 7,92 (1H, d, J = 8,6 Hz; H7), 7,67 (2H, m; H3', H5"), 3,91
(3H, s; OCHs), 1,35 (9H, s; CHsz). NMR Kkarakterizasyonu literatiirle uygunluk
gostermektedir (Yeob; vd., 2017). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,78 (C=0); 163,82
(C2); 155,42 (C4"); 153,09 (C7a); 141,73 (C3a); 127,35 (C1"); 126,58 (C2', C6'); 126,14
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(C3, C5'; 126,12 (C6); 123,10 (C5); 120,69 (C4); 111,04 (C7); 52,24 (O-C-H,); 34,80 (C-
CH3); 30,72 (C-Hg). FT-IR vpas:3060,11 (sp* C-H gerilimi); 2964,22-2903,64 (sp® C-H
gerilimleri); 1717,34 (Ester C=0 gerilimi); 1683,87, 1622,22 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri);
1495,97-1359,45 (asimetrik ve simetrik sp3 C-H egilimleri); 1292,05 (Ester C-O gerilimi);
767,36 (1,4-distibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.

Intensity (e/s)

Sekil 3.60. 3l Bilesigine ait kiitle spektrumu

3.2.4.12. Metil 2-(4-pentilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (3m)

1 '
4 Q. 4 .
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H3C o l\13 27 3
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Bilesik 1b ve 4-pentilbenzaldehit hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflagtirilmistir (413 mg, % 26
verim). Rf: 0,57 (EtOAc/Pet 20:80). EN: 91,2 °C. CyHxNOsigin kiitle (ESI+) m/z [M+H]*
hesaplanan:324,15; bulunan: 324,62. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,32 (1H, d, J=1,6
Hz, H4); 8,14 (2H, m, H2’, H6’); 8,05 (1H, dd, J = 8,5; 1,7 Hz; H6); 7,91 (1H, dd, J = 8,5;
0,7 Hz; H7); 7,47 (2H, d, J = 8,1 Hz; H3’, H5’); 3,91 (3H, s, OCHj3); 2,69 (2H, m, H,); 1,63
(2H, m, Hp); 1,32 (4H, m, H,, Hy); 0,87 (3H, t, J = 6,8 Hz, H,). *C NMR (126 MHz, DMSO-
de) & 165,88 (C=0); 164,00 (C2); 153,16 (C7a); 147,79 (C4’); 141,79 (C3a); 129,29 (C1’,
C3’, C5%); 127,57 (C2’, C6%); 126,71 (C5); 126,59 (C6); 120,74 (C4); 111,15 (C7); 52,36
(OCHy); 35,08 (C,); 30,86 (Cp); 30,22 (C); 21,91 (Cy); 13,88 (Ce). FT-IR Vpaks: 2961,96-
2859,90 (sp® C-H gerilimi); 1711,35 (Ester C=0 gerilimi); 1620,65; 1579,91; 1499,64 (C=N
ve Ar-C=C- gerilimleri); 1468,78-1316,98 (sp® C-H egilimleri); 1278,94 (Ester C-O
gerilimi); 769,62 (1,4-disiibstitiie benzen diizlem dist C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.61. 3m Bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 3.62. 3m Bilesigine ait *H NMR spektrumu
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Sekil 3.63. 3m Bilesigine ait **C NMR spektrumu
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Sekil 3.64. 3m Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.13. Metil 2-(4-metoksifenil)benzoksazol-5-karboksilat (3n)
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o)

Bilesik 1b ve 4-metoksibenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis flash
kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirtlmistir (625 mg, %44
verim). Rf: 0,60 (EtOAc/Pet 20:80). CAS: 1554031-59-2. EN: 173,4 °C. C;H13NO; igin
kiitle (ESI+) m/z [M+H]* hesaplanan: 284,08; bulunan: 284,49. *H NMR (500 MHz, CDClI,)
6 8,39 (1H, dd, J = 1,7; 0,6 Hz; H4); 8,17 (2H, m, H2’, H6’); 8,04 (1H, dd, J = 8,5; 1,7
Hz,;H6); 7,54 (1H, dd, J = 8,5; 0,6 Hz; H7); 7,01 (2H, m, H3’, H5"); 3,93 (3H, s, H.); 3,87
(3H, s, Hy). NMR karakterizasyonu literatiirle uygunluk gostermektedir (Ham 2016). **C
NMR (126 MHz, CDCLI3) 6 166,81 (C=0); 164,43 (C2); 162,67 (C4’); 153,62 (C7a);
142,42 (C3a); 129,61 (C2’, C6); 126,87 (C5); 126,59 (C6); 121,52 (C1’); 119,09 (C4);
114,43 (C3°, C5%); 110,11 (C7); 55,46 (Cp); 52,26 (C,). FT-IR Vpas: 3003,33 (sp® C-H
gerilimi); 2954,27; 2842,01 (sp3 C-H gerilimleri); 1712;32 (Ester C=0 gerilimi); 1606,64;
1583,67; 1497,76 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1457,92-1321,81 (sp® C-H egilimleri);
1293,06 (Ester C-O gerilimi); 1215,71 (Aromatik eter C-O gerilimi); 765,89 (1,4-disiibstitiie

benzen diizlem dis1 C-H egilimi) cm™.
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Sekil 3.65. 3n Bilesigine ait kiitle spektrumu

3.2.4.14. Metil 2-(3,5-dimetilfenil)benzoksazol-5-karboksilat (30)

Bilesik 1b ve 3,5-dimetilbenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %2100) kullanilarak saflastirilmistir (488 mg,
%34,6 verim). Rf: 0,50 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). EN: 156,9 °C. C;;H;5sNOs i¢in kiitle
(ESI+) m/z [M+H]"* hesaplanan: 282,11; bulunan: 282,0. LC tg (dk.): 7,20. *H NMR (500
MHz, CDCly) 6 8,42 (1H, d; J = 1,6 Hz; H4); 8,08 (1H; dd; J = 8,5; 1,7 Hz; H6); 7,86 (2H,
m, H2’, H6”), 7,57 (1H; d; J = 8,4 Hz; H7); 7,17 (1H, t, J = 1,8; 1,5 Hz; H4’); 3,94 (3H, s,
OCHj3); 2,40 (6H, s, CH3). *C NMR (126 MHz, CDCl;) & 166,93 (C=0); 164,91 (C2);
153,80 (C7a); 142,39 (C3a), 138,90 (C3’, C57); 133,95 (C4’); 127,15 (C2’, C6’); 127,09
(C5); 126,51 (C5); 125,72 (C1°); 122,00 (C4); 110,44 (C7); 52,47 (OCHzy); 21,38 (CHy). FT-
IR Viaks: 3068,05-3025,30 (sp” C-H gerilimi); 2955,77; 2916,00 (sp® C-H gerilimi); 1717,28
(Ester C=0 gerilimi); 1624,21; 1607,10; 1476.65 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1461,66-
1311,57 (sp® C-H egilimleri); 1283,39 (Ester C-O gerilimi); 854,96 ve 766,54 (1,3,5-

trisiibstitiie benzen diizlem dis1 C-H egilimleri) cm™.
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Sekil 3.66. 30 Bilesigine ait kiitle spektrumu
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Sekil 3.68. 30 Bilesigine ait "H NMR spektrumu

Sekil 3.69. 30 Bilesigine ait "*C NMR spektrumu
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Sekil 3.70. 30 Bilesigine ait FT-IR spektrumu

3.2.4.15. Metil 2-(3,5-dimetoksifenil)benzoksazol-5-karboksilat (3p)

Bilesik 1b ve 3,5-dimetoksibenzaldehitten hareketle yontem D’ye gore sentezlenmis
flash kolon kromatografisi (Diklorometan: %100) kullanilarak saflastirilmustir (462 mg, %
30 verim). Rf: 0,60 (Etil asetat/Petrol eteri 20:80). CAS: 2148297-46-3. EN: 165,2 °C.
C17H15NOs igin kiitle (ESI+) m/z [M+H]" hesaplanan: 313,1; bulunan: 314,3. LC tg (dk.):
6,32. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,35 (1H; d; J = 1,6 Hz, H4); 8.07 (1H, dd, J = 8,6;
1,7 Hz; H6); 7,94 (1H; d; J = 8,5 Hz; H7), 7,34 (2H, d, J = 2,3 Hz; H2’, H6"); 6,81 (1H, t, J
= 2,3; 2,3 Hz, H4’); 3,89 (9H, s; H,, Hp). NMR karakterizasyonu literatiirle uygunluk
gostermektedir (Ham 2016). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 165,77(C=0); 163,49 (C2);
160,92 (C2, C3’, C5°); 153,10 (C7a); 141,51 (C3a); 127,52 (C5); 126,92 (C1°); 126,71 (C6);
120,89 (C4); 111,21 (C7); 105,15 (C2’, C6’); 104,59 (C4’); 55,58 (Cp); 52,28 (C,). FT-IR
Vimaks:3084,29 ve 3012,69 (sp? C-H gerilimi); 2999,93- 2843,68 (sp® C-H gerilimi); 1712,87
(Ester C=0 gerilimi); 1625,94; 1598,81; 1467,02 (C=N ve Ar-C=C- gerilimleri); 1453,70-
1316,43 (sp® C-H egilimleri); 1292,52 (Ester C-O gerilimi); 1261,27 ve 1206,14 (Aromatik
eter C-O gerilimleri); 844,11 ve 749,15 (1,3,5-trisiibstitiic benzen diizlem dis1 C-H

egilimleri) cm™.
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3.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.3.1. Sentezlenen Bilesiklerin Sitotoksisite Bulgulari

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesikler ile standart inhibitor olarak kullanilan

etoposidin, 293T, LNCaP, HepG2 ve A549 hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkileri, WST-

1 yontemiyle belirlenen ICsy degerleri iizerinden degerlendirilmis olup, bu veriler Cizelge

3.1'de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Sentezlenen bilesikler ile etoposide ait antikanser aktivite (1Csq) degerleri (uM)

R1
o
/4 Ry
H3C/O\9 N
o) Rs
B | X R, R, R; 293T LNCaP HepG2 Ab49
2a | NH H F H >100 >100 >100 >100
2b | NH F H H >100 57,29 (4,28) | 61,05 (£5,02) | 60,59 (+4,29)
2c | NH H Br H 68,29 (£4,15) | 30,13 (£4,28) | 33,47 (£3,25) | 33,06 (+4,22)
2d [NH| CI F H 84,91 (£2,26) | 51,25 (£2,75) | 59,59 (£1,74) | 57,48 (£2,42)
2e | NH H CH; H 69,14 (£2,94) | 33,02 (£4,29) | 36,75 (£5,95) | 39,61 (+1,46)
2f | NH H C,Hs H 66,36 (£3,04) | 21,59 (£3,28) | 25,26 (£3,11) | 28,44 (£1,95)
2g | NH H n-CsH; H 70,45 (£2,74) | 25,62 (£2,29) | 28,24 (£3,18) | 29,14 (+1,70)
2h | NH H i-C3H, H 65,28 (£3,78) | 11,84 (£3,48) | 19,59 (£2,15) | 20,22 (£3,05)
2i | NH H n-C4Hgy H 68,28 (£3,52) | 29,83 (£3,84) | 35,68 (£2,07) | 34,22 (+4,07)
2k | NH H i-C4Hq H 54,25 (£2,83) | 33,27 (£2,08) | 35,72 (£2,06) | 33,47 (+4,28)
21 | NH H t-C4Hq H 68,14 (£5,75) | 10,83 (£4,74) | 15,58 (£5,25) | 14,48 (+4,28)
2m | NH H n-CsHyy H 69,48 (£4.,25) | 30,48 (£3,79) | 31,94 (£1,33) | 30,67 (+4,29)
2n | NH H OCHgj; H >100 29,35 (£3,14) | 33,58 (£5,31) | 35,29 (£3,35)
20 | NH | CH; H CH; | 65,95 (£1,26) | 23,57 (+4,85) | 27,48 (£2,28) | 26,54 (£2,05)
2p | NH | OCH; H OCHgj; >100 >100 >100 >100
3a| O H F H >100 >100 >100 >100
3b| O F H H >100 >100 >100 >100
3c| O H Br H >100 >100 >100 >100
3d| O Cl F H >100 >100 >100 >100
e | O H CH; H >100 >100 >100 >100
3f | O H C,Hs H >100 >100 >100 >100
3] O H n-C;zH; H >100 >100 >100 >100
3h| O H i-C3H- H >100 >100 >100 >100
3i | O H n-C,Hgy H >100 >100 >100 >100
3k | O H i-C4Hqg H >100 >100 >100 >100
3| O H t-C4Hq H >100 >100 >100 >100
3m| O H n-CsHyy H >100 >100 >100 >100
3n| O H OCHj, H >100 >100 >100 >100
30| O | CHs H CH,4 >100 >100 >100 >100
3p | O | OCH; H OCHgj >100 >100 >100 >100
EP 144,62 (£3,49) | 11,37 (£2,94) | 45,25 (£5,83) | 104,28 (£6,92)

EP: Etoposid, B: Bilesikler.
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3.3.2. Sentezlenen Bilesiklerin hTopo Ila’ya Baglanma Potansiyellerine Ait

Bulgular

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesikler ile standart inhibitor etoposidin hTopo

Ila testi tizerindeki inhibisyon etkileri, ELISA yontemiyle belirlenen konsantrasyon degerleri

kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 3.2'de sunulmustur.

3.4. Sentezlenen Bilesiklerin hTopo Ilo Enzimi (SGWK) ile Yapilan Molekiiler

Kenetlenme Calismalar:

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin (2a-2p, 3a-3p) hTopo ITo. (SGWK)

ile Schrodinger Suite 2024-2 yazilimi {izerinden gergeklestirilen molekiiler kenetlenme

calismasinin sonuglart Cizelge 3.3te verilmistir.

Cizelge 3.2. Sentezlenen bilesikler ile etoposide ait in vitro hTopolla baglanma degerleri (ug/L)

R1
Iou
/ Ro
H3C/o\9 N
o} Rs
Hesaplanan Enzim
B X R: R; Rs Konsantrasyonlar: (ug/L)
o N o = H 1.07
- N = H H 1.22
e N o Br H 1.26
s N ol = H 1.59
2e N o CH, H 1.52
= N H CHs H 1.52
> N H n-CaHy H 1.52
o N H -CaHo H 1.52
o N H t-CaHo H 1.28
om NH H n-CsHy, H 1.55
n NH H OCHs H 11
. N cH, H CH, 1.37
20 | NH | OCH, H OCH, 128
> 5 o = H 1.31
- 5 E H H 1.47
o 5 o Br H 1.32
o 5 ol = H 1.33
. 5 o CH, H 1.36
= 5 H C,Hs H 1.34
3 5 H -CaHy H 1.36
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Cizelge 3.2. Devam

Hesaplanan Enzim
B X R R2 R3 Konsantrasyonlar1 (ng/L)
3h O H i-CsHy H 1.37
3i O H n-C4Hy H 1.36
3k O H i-C4Hy H 1.38
3l O H t-C4Hy H 1.36
3m O H n-CsHyy H 1.68
3n O H OCH; H 1.3
30 O CH, H CH,3 1.27
3p O OCH; H OCH; 1.39
EP 1.4

Cizelge 3.3. Sentezlenen bilegiklerin in silico baglanma enerjileri (kcal/mol) ve gosterdikleri

etkilesimler
R1
I
) R2
H3c/o\9 N
o) Rs
X R, R, R; | XP Gsore MAl\éggle Etkilesimler
2a | NH H F H -7,11 -42.64 Arg487%(1,89 A), DA12° DG13°, DA12°, DC8°
2b [NH| F H H 7,09 -32.88 Arg487% (1,88 A), DG13°
2c |NH H Br H -7,00 -29.98 Arg487b, DG13¢, DC8¢
2d [NH| CI F H -5,92 -34.83 Arg487° (2,00A), DA12°
2e |NH H CH; H -5,85 -31.85 DG13%(2,48 A), DC§°
2f INH| H C,Hs H -5,78 -35.65 DC8°, DG13°
29 | NH H n-CsH, H -5,78 -30.89 Arg487% (2,1 A), DC8°, DG13°
2h | NH H i-C;H; H -6,57 -31.64 Arg487% (2,11 A)
2i |NH H n-C,Hqy H -5,89 -41.67 Arg487% (2,23 A), DCS8¢, DG13°¢
2k | NH H i-C4Hq H -6,78 -36.65 Arg487% (1,94 A), DCS§*¢
21 |NH H t-C4Hq H -7,08 -31.24 Arg487% (2,02 A), DC8?
2m | NH H n-CsHiq H -5,85 -35.35 Arg487% (2,25 A), DAle, DC8° DCS8°, DG13™°¢
2n | NH H OCH; H -7,04 -32.48 Arg487% (2,1 A), DG13¢, DC8¢
20 |[NH| CH; H CH; -6,43 -29.82 Arg487° (1,85 A), DCS§*
2p | NH [ OCH, H OCH; -7,23 -33.38 Arg487%(1,85 A), DC8®
3a| O H F H -6,88 -32.93 Arg487°, DC8%, DG13°
3b| O F H H -6,63 -36.13 DT9®
3c| O H Br H -6,93 -35.12 Arg487b, DC8¢, DG13°
3d| o[ cI F H 6,78 37.77 Arg487? (1,92 A)
e[ O] H CH; H -6,77 -37.94 Arg487 (1,93 A)
3f| O H C,Hs H -7,07 -34.87 Arg487° (1,95 A), DC8®
39 0| H |[nCH,| H -6,66 -34.79 Arg4s7? (2,02 A)
3h | O H i-C5H; H -6,31 -37.93 DC8®
3i|]0| H [nCHy| H -6,58 -36.48 Arg487° (2,11 A), DC§°
3k| O H i-C4Hq H -6,69 -40.17 Arg487b, DCS8¢, DG13°
s3l[0] H [tCH, | H -6,59 -37.54 Arg487t (2,01 A)
3m| O | H [nCsHy| H -6,03 -38.61 DA12%(2,16A), DCS°
3n| O H OCH; H -6,94 -39.08 Arg487b, DCS8¢, DG13°
30| O | CH; H CH; -7,12 -38.64 Arg487b, DG13°, DC8°
3p| O |OCH;| H |OCHs| -674 29.65 Arg4872 (1,70 A), Ser763% (2,094)

a: Hidrojen bagi, b: n-katyon etkilesimi, ¢: n-n etkilesimi
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3.4.1. Bazi Bilesiklerin SGWK Enzimi ile Etkilesimleri

2a Bilesiginin 5GWK Enzimi ile Etkilesimleri

Baglanma Enerjisi XP GScore: -7,105 kcal/mol; MMGBSA dGBind: -42,64 kcal/mol
H bagi: Arg487 (1,89 A); n-katyon etkilesimi: DA12, n-n etkilesimi: DA12, DG13, DC8

@] @é’g\

Gy
A 760 “—

\ xm\

X MET
N A:762
2 SR )

Etkilestigi aminoasit ve DNA rezidiileri (sol), 2B Gosterimi (sag) (pembe H-bagi, kirmizi: n-katyon etkilesimi,
yesil: n-w etkilesimleri)

Sekil 3.71. 2a Bilesiginin SGWK enzimi ile etkilesimleri

2n Bilesiginin 5GWK Enzimi ile Etkilesimleri

Baglanma Enerjisi XP GScore:-7,04 kcal/mol; MMGBSA dGBind: -32,48 kcal/mol
H bagi: Arg487 (2,1 A); n-n etkilesimi: DG13, DC8

Etkilestigi aminoasit ve DNA rezidiileri (sol), 2B Gosterimi (sag) (pembe: H-bagy, yesil: n-x etkilesimleri)

Sekil 3.72. 2n Bilesiginin 5SGWK enzimi ile etkilesimleri
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2b Bilesiginin 5GWK Enzimi ile Etkilesimleri

Baglanma Enerjisi XP GScore:-7,09 kcal/mol; MMGBSA dGBind: -32,88 kcal/mol

H bagi: Arg487 (1,88 A); n- etkilesimi: DG13

Fo e 7 T .
\7\’\7 3 ,( \</v\\\r A 488 D:
)\ PR )7 - oy \
\ @ \ €
£ / AG;;O
S N
3 u 7:":” )Q /’ A.‘Gé
NN by - ~8
QWA ‘ N e

Etkilestigi aminoasit ve DNA rezidiileri (sol), 2B Gdosterimi (sag) (pembe: H-bagi, yesil: n-n etkilesimi)

Sekil 3.73. 2b Bilesiginin 5GWK enzimi ile etkilesimleri
2c Bilesiginin 5GWK Enzimi ile Etkilesimleri

Baglanma Enerjisi XP GScore:-7,00 kcal/mol; MMGBSA dGBind: -29,98 kcal/mol
n-katyon: Arg487; m-m etkilesimi: DG13, DC8

" -
N/ ~~buy s/ [\ e r~
ASR(A63 GLY 488
d g\ 7
/ ¥
- N 4(
/ / \

o, l‘

) /

\{

Etkilestigi aminoasit ve DNA rezidiileri (sol), 2B Gosterimi (sag) (kirmizi: w-katyon, yesil: n-n etkilesimi)

Sekil 3.74. 2¢ Bilesiginin 5GWK enzimi ile etkilesimleri
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30 Bilesiginin 5GWK Enzimi ile Etkilesimleri

Baglanma Enerjisi XP GScore:-7,12 kcal/mol; MMGBSA dGBind: -38,64 kcal/mol

n-katyon: Arg487; n-m etkilesimi DG13, DC8

Etkilestigi aminoasit ve DNA rezidiileri (sol), 2B Gosterimi (sag) (kirmizi: m-katyon, yesil: n-m etkilesimi)

Sekil 3.75. 30 Bilesiginin SGWK enzimi ile etkilesimleri

3.5. Bilesiklerin ADMET Tahminleri ve Ilaca Benzerliklerinin

Degerlendirilmesi

Doktora tez kapsaminda sentezlenen tim bilesiklerin ADMET o6zellikleri ve ilaca
benzerliklerinin degerlendirilmistir. Bu molekiillere ait O6zellikler ADMETLab 3.0 ve
ATMET-AI ¢evrimigi uygulamasi iizerinden hesaplanmustir (Fu vd., 2024; Swanson vd.,
2024). Her bir bilesige ait fizikokimyasal parametre degerleri (Cizelge 3.4), dagilim
parametreleri (Cizelge 3.5), metabolizma profilleri (Cizelge 3.6) ve toksisite parametreleri
(Cizelge 3.7) Ozetlenmistir. Bu veriler, bilesiklerin biyolojik etkinlikleri, farmakokinetik

ozellikleri ve giivenlik profillerine yonelik kapsamli bir degerlendirme sunmaktadir.
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Cizelge 3.4. Sentezlenen bilesiklere ait fizikokimyasal parametreler

Bilesik| M, | nHA | nHD | nRot | nRing | TPSA | Logs | LogP | QED L'IELQZ';'Q]/;??
2a 270,08 4 1 3 3 | 5498 [-4437] 316 [ 0728 Hayir
2b [270,08] 4 1 3 3 |[5498]-451] 339 [0728 Hayir
2c | 330 [ 4 1 3 3 |[5498] 50737180727 Hayir
od [30404] 4 1 3 3 | 5498 [-4888] 3946 [ 0,732 Hayir
2 26611 4 1 3 3 | 5498 [-4502]3368 [ 0724 Hayir
of [28012] 4 1 4 3 | 5498[-4397] 3791 [ 0746 Hayir
29 |29414] 4 1 5 3 | 5498 [-4835] 4127 [ 0741 Hayir
oh [20414] 4 1 4 3 | 5498 -473 421930739 Hayir
2i [30815] 4 1 6 3 | 5498 [-5114] 4708 [ 0712 Hayr
2k [30815] 4 0 5 3 | 5498 52994851 [ 0,734 Hayir
2l [30815] 4 1 4 3 | 5498 ][-5701] 5161 [ 0718 1
om |32217] 4 0 7 3 |[5498(-5184] 508 [ 0526 1
on 2821 s 1 4 3 | 6421 [-4231] 3048 075 Hayir
20 |280,12] 4 0 3 3 |[5498]-493] 385 [0729 Hayir
op [31211] 4 0 5 3 [ 7344 [-4511] 3168 075 Hayr
3a 271,06 4 0 3 3 |[5233-5041]3855 | 067 Hayir
3b |271,06] 4 0 3 3 [5233[-5001]3787 067 Hayir
3c (33098 4 0 3 3 | 52,33-5566] 4,368 [ 0,665 Hayir
3d [305,03] 4 0 3 3 |[5233[-5163]4232][ 067 Hayir
3e 267,00 4 0 3 3 |[5233][-5258] 4,142 | 0,666 Hayir
3f [281,11] 4 0 4 3 |[5233-5021] 437 [ 0,684 Hayir
3g [29414] 4 1 5 3 | 54,98[-5499] 4127 [ 0,741 Hayir
3h [20512] 4 0 4 3 |[5233]-5462]4973 0672 Hayir
3 [300,14] 4 0 6 3 |[5233[-6125] 549 [ 0,645 1
3k (309,14 4 0 5 3 |[5233[-6001]5431 [ 0,667 1
3l [309,14] 4 0 4 3 |[5233[-6519]5683] 065 1
3m (323,15 4 0 7 3 |[5233(-6493] 597 [0472 1
3n [28308] 5 0 4 3 |61,56 [-4596 3713 0,69 Hayir
30 |281,11] 4 0 3 3 |[52,33[-5429] 4,464 | 0,668 Hayir
3p [3131] 4 0 5 3 [ 70,79 [-4571] 3677 | 0,688 Hayir

Ma: Molekiil agirligi, nHA: hidrojen bag alicist, NHD: hidrojen bag: vericisi sayisi, nRot: donebilen bag

sayist, nRing: molekiilde yer alan halka sayisi, TPSA: toplam polar yiizey alani, LogS: suda ¢oziiniirliik,

Cok iyi ¢oziniirlik: > 0; Orta Diizey Coziiniirlik ~ -1-ile 0; Diisiik Coziiniirlik ~ -4 ile -1; Cok Diisiik
Coziiniirliik: < -4, LogP: partisyon katsayisi, QED (Quantitative Estimate of Drug-likeness): ilag olabilirlik skoru,
yiiksek ilag olabilirlik (> 0.67); Orta Ilag Olabilirlik (0.49-0.67); Diisiik ilag Olabilirlik(< 0.34)
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Cizelge 3.5.

Sentezlenen bilesiklere ait 6ngoriilen dagilim parametreleri

Bilesik gig?r-gzenligi I\G/IeZiCI:'lgiznligi ipr?l?ibit('irii gglr))stratl HIA (%) | PPB(%) | KBB
2a -4,824 -4,831 +++ --- 97,17 97,70 +
2b -4,809 -4,837 +++ --- 98,49 98,20 ---
2c -4,846 -4,633 +++ --- 96,12 98,40 ++
2d -5,003 -4,892 + --- 97,67 98,50 +
2e -4,744 -4,746 +++ --- 96,39 98,20 --
2f -4,831 -4,706 ++ --- 94,53 98,80 --
29 -4,811 -4,604 ++ --- 92,56 99,10 -
2h -4,887 -4,858 +++ --- 91,39 98,60 ---
2i -4,842 -4,673 +++ 92,71 99,30
2k -4,922 -4,738 --- + 88,25 98,60 +
2l -5,099 -4,954 +++ --- 92,05 98,60 ---
2m -4,903 -4,756 =& - 90,19 99,30 --
2n -4,927 -4,731 + --- 88,99 97,40 ---
20 -4,825 -4,838 --- --- 95,23 98,30 -
2p -4,873 -4,66 -2 -2 85,65 97,80 -
3a -4,544 -4,505 +++ === 98,57 97,80 ++
3b -4,566 -4,454 +++ --- 99,61 98,60 +
3c -4,723 -4,654 +++ 97,91 98,40 +++
3d -4,695 -4,553 ++ --- 99,15 98,80 +++
3e -4,532 -4,449 +++ --- 98,26 98,20 -
3f -4,631 -4,524 ++ --- 97,25 98,90 +
39 -4,811 -4,604 ++ --- 96,24 99,10 +
3h -4,674 -4,599 +++ --- 95,93 98,70 ---
3i -4,679 -4,591 +++ --- 96,08 99,40 -
3k -4,61 -4,641 --- +++ 93,18 98,60 +++
3l -4,858 -4,702 +++ --- 96,12 98,70 ---
3m -4,838 -4,687 --- --- 94,26 99,40 +
3n -4,563 -4,467 + --- 94,69 97,00 ---
30 -4,576 -4,491 --- --- 97,75 98,80 --
3p -4,545 -4,496 --- --- 89,76 98,10 ---

Caco-2 ve MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) gegirgenligi: >-5.15 Log cm/s: Optimal, <-5.15 Log cm/s: Pgp
(P-glikoprotein): Pgp-inhibitdr: kategori 1: Inhibitor, kategori 0: non-inhibitdr; Pgp-substrat: kategori 1: substrat,
kategori 0: non-substrat; insan Bagirsak Emilimi (HIA): kategori 1: HIA+ (HIA < %30), kategori 0: HIA— (HIA
> %30); Kan-Beyin Bariyeri Geg¢isi (KBB): Kategori 1: KBB+, Kategori 0: KBB—.
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Cizelge 3.6. Sentezlenen bilesiklere ait ongoriilen metabolizma parametreleri

CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 CYP2B6 |CYP2C8

B i S i S i S i S I S I S i

2a | +++ | - | +++ | — | ++ - + +++
2b | +++ -- +++ | - | +++ -- -—- + -—- -—- - -—- +++
2c | +++ -- +++ | - | | --- --- + --- --- --- --- +++
2d +++ -- +++ | - |+ | - -—- + -—- -—- - -—- +++
2e | +++ -- +++ | - |+ | --- --- + --- --- - -—- +++
2f ++ -- +++ - ++ - - + - - - - ++
29 | +++ -- +++ [ - |+ -- - + -—- - -—- - +++
2h - -—- ++ - + -—- - -—- -—- - -- - +++
2i - - ++ --- + --- --- --- --- --- -- --- +++
2k -- - | | A | - + -- | ] - - +++
2l e+ [ - | | - | | - - -—- -—- --- -- - +++
2m | +++ -- +++ | - | +++ -- --- + --- --- --- --- +++
2n | +++ -- +++ | --- ++ - --- + --- - -—- - +++
20 | +++ + +++ [ - |+ - — | |+t - -- - +++
2p | A | A | A [ A | A [ A | A [ A | | --- --- ++
3a | +++ -- +++ | --- ++ - - + --- - --- - +++
3b | +++ -- +++ [ - |+ -- -—- + -—- - -—- - +++
3c | +++ -- +++ | - | | --- --- + --- --- --- k- +++
3d | +++ -- +++ | - | | - - + -—- - -—- - +++
3e | +++ -- +++ | - | | - - + -—- - -—- - +++
3f ++ -- +++ | --- ++ -- --- + --- --- --- --- ++
3g | +++ -- 4+ [ - | -- - + -—- - -—- - +++
3h - - ++ - - -—- - -—- -—- - -- - +++
3i - - ++ --- - --- --- --- --- --- -- --- +++
3k - e | | A | - - -- - | - - +++
3l S o IS I e - -—- -—- - -- - +++
3m | +++ -- +++ | --- | +++ -- --- + --- --- --- --- +++
3n ++ -- 4+ [ - | -- - + -—- - -—- - +++
30 | +++ - +++ [ - | - — | | | - - - +++
3p |+ |+ | A [ + + F++ | | A | - --- - +

B: bilesik, I: inhibitor, S: substrat; Kategori 1: Inhibitor, kategori 0: non-inhibitér; CYP inhibitérliik ve substratlik
tahminleri: 0-0.1 (---): ¢ok diisiik olasilik; 0.1-0.3 (--): diisiik olasilik; 0.3-0.5 (-): orta-diisiik olasilik; 0.5-0.7 (+):

Orta-yiiksek olasilik; 0.7-0.9 (++): yiiksek olasilik; 0.9-1.0 (+++): ¢ok yiiksek olasilik.

158



Cizelge 3.7. Sentezlenen bilesiklerin 6ngoriilen toksisite profilleri

B | Clpiazma| Tir Brlflii?ii Tﬁlll/ls iEsie Hepatotoksisite | Karsinojenisite |Genotoksisite
2a | 6,061 |0,685| 0,301 0,736 0,408 0,823 0,912
2b | 7,373 (0,851 0,28 0,753 0,403 0,768 0,935
2c | 5,208 (0,783 0,298 0,498 0,283 0,738 0,903
2d | 6,761 (0,886 0,357 0,731 0,466 0,834 0,931
2e | 6,165 |0,633( 0,261 0,708 0,349 0,758 0,628
2f | 8,495 |0,787| 0,322 0,748 0,514 0,788 0,69
29 | 6,729 |0,785| 0,475 0,558 0,442 0,642 0,172
2h | 7,177 (0,618 0,248 0,605 0,438 0,764 0,512
2i | 5561 |0458| 0,637 0,406 0,382 0,489 0,013
2k | 7,089 (0,728 0,538 0,394 0,557 0,593 0,12
2l | 7,216 |0,503| 0,373 0,459 0,243 0,644 0,209
2m| 4,73 (0,569 0,797 0,403 0,398 0,387 0,005
2n | 5149 (0,794 0,161 0,467 0,281 0,792 0,296
20| 7,886 |0,595| 0,279 0,688 0,394 0,767 0,64
2p | 7,564 (0,377 0,257 0,708 0,419 0,823 0,792
3a| 4,004 |10,869| 0,139 0,439 0,336 0,773 0,672
3b | 5522 (1,118 0,146 0,456 0,322 0,726 0,698
3c| 3,628 [1,011| 0,162 0,203 0,219 0,704 0,677
3d | 5,001 [1,222( 0,161 0,406 0,36 0,749 0,642
3e | 4,091 |0,878 0,14 0,378 0,275 0,725 0,274
3f | 5996 |0,901| 0,161 0,453 0,435 0,727 0,384
3g | 4,441 |0912| 0,251 0,267 0,342 0,548 0,031
3h| 535 (0,796 0,103 0,283 0,349 0,669 0,163
3i | 3,633 |0,812] 0,381 0,162 0,296 0,374 0,002
3k [ 5,081 | 0,84 0,29 0,15 0,449 0,48 0,021
3l | 5518 | 0,85 0,173 0,18 0,186 0,535 0,05
3m| 3,308 (0,888 0,561 0,152 0,303 0,266 0,001
3n| 7,483 (0,629 0,324 0,76 0,33 0,828 0,59
30| 6,121 |0,726| 0,146 0,282 0,311 0,745 0,221
3p| 6,138 (0,594 0,113 0,415 0,304 0,757 0,263

B: Bilesik; CLplazma: Plazma klirensi (mL/dk/kg), >15 mL/dk/kg: yiiksek klirens, 5-15 mL/dk/kg: orta diizeyde
klirens, <6 mL/dk/kg: disiik klirens; Ty,: Yarilanma siireleri (saat), ultra-kisa: <1 saat, kisa: 1-4 saat, orta: 4-8
saat, uzun Ty,: >8 saat; Ames Toksisite (Kategori 1, Ames +), (Kategori 0, Ames -), 0-1 araligit Ames+ olarak
kabul edilir; hERG+ (Kategori 1): 1Csy <10 uM veya 10 uM'de >%50 inhibisyon, hERG— (Kategori 0): I1Csy >10
uM veya 10 uM'de <%50 inhibisyon, 0-1 araligt hERG+ olarak kabul edilir; Karsinojenite: kategori 1:
karsinojen, kategori 0: non-karsinojen; genotoksisite: kategori 0: non-genotoksik (—), Kategori 1: genotoksik
(+);0-1 aralig1 genotoksisite (+).
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4. TARTISMA

Doktora tezi kapsaminda, yapilan 6n molekiiler kenetlenme calismasina dayanarak,
13’1 orijinal olmak ftizere toplam 30 adet metil (2-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5(6)-
karboksilat ve metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat tiirevleri tasarlanmus,
sentezlenmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin, A549, LnCAP ve HepG2 kanser
hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkinlikleri ile hao enzimatik inhibisyon aktiviteleri
analiz edilmistir. Yapilan molekiiler kenetlenme ¢aligmalari ile bilesiklerin enzim tizerindeki
molekiiler etkilesim dinamikleri incelenmis, enzimatik aktivitenin molekiiler temelleri
detayli bir sekilde anlasilmaya c¢aligilmistir. Ayrica in silico ADMET c¢alismalari ile
molekiillerin farmakokinetik profilleri, biyoyararlanimlar1 ve potansiyel toksisite 6zellikleri

degerlendirilmistir.

Hiicre dongiisii siireclerinde 6zellikle S ve M fazlarinda ifade edilen Topo Ila kanser
hiicrelerinin proliferasyonunda ve mitoz bdolinme siireclerinde DNA  replikasyonu
kromozomlarin segregasyonunda 6nemli bir yere sahiptir (Chen ve Beck, 1995; Kimura vd.,
1994; Woessner vd., 1991; Yang vd., 2000). Antikanser tedavide hedef biyomolekiil olarak
karsimiza ¢ikan bu enzim 16semi, lenfoma, sarkoma, néroblastoma, germ hiicreli tiimérler,
meme, akciger, mide, kemik ve mesane kanserleri de dahil olmak iizere solid tiimdrler ve
hematolojik malignitelerin tedavisinde hedef yapilardan birini olusturmaktadir (Vann vd.,
2021). Topo Il zehirleri ve katalitik inhibitorler olmak tizere iki ayri siif molekiiliin
olusturdugu bu tedavi siireclerinin antikanser mekanizmalar1 birbirinden ayrilsa da her iki
stirecte de Topo enzimlerinin inhibisyonu iizerinden kanserli dokularda DDR’yi tetikleyerek
apoptoza neden olurlar ve hiicre 6liimiinii gergeklestirirler (Delgado vd., 2018; Nitiss, 2009;
Pommier vd., 2010).

Antikanser tedavide en yaygin kullanilan ajanlar arasinda yer alan Topo II zehirleri,
giiclii interkalasyon aktiviteleri sayesinde DNA baz giftleri arasma girerek DNA'nin
topolojisini bozar. Bu etki, DNA'nin siiper sarmal yapilar olusturmasina, topolojik olarak
kisitlanmasina ve serbest radikal olusumuna neden olur (Dixon vd., 2012; Yang vd., 2014).
(Kim vd., 2006). Her iki Tip 1l Topo enzimi (hTopo lla ve hTopo IIB) epipodofillotoksinler
(6rnegin, etoposid) gibi son derece etkili antikanser ilaglarin hedefidir; ancak bazi hastalarda
bu ilaglar, akut miyeloid 16semi gibi tedaviye bagli malignitelerin olusma olasiligini da

artirmaktadir. Topo II zehri etoposid, dogrudan enzime baglanarak etoposid-Topo Ilcc tiglii
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komleksleri olusturarak hiicre dongiisii siiregleri sirasinda kirilmis olan DNA zincirlerinin
religasyonunu engeller. Boylece DDR hasar1 {izerinden sitotoksik etkilerini gosterirler
(Nitiss, 2009; Pommier vd., 2010). Daha 6nce yapilmis kristalizasyon g¢alismalari sonucu
elde edilen Topo Ia-DNA-etoposid kompleksinde etoposid baglanma bolgesinde serin 800
(Ser800), metiyonin 766 (Met766), metiyonin 762 (Met762), asparajin 463 (Asp463), ve
arjinin 487 (Arg487) amino asit kalintilarinin yer aldigi goriilmektedir (Wendorff vd., 2012).
Yapilan kristalizasyon c¢aligmalar1 sonucu elde edilen SGWK kompleksinde yer alan
etkilesimler incelendiginde etoposidin DNA’ya ait guanin (DG13) ile hidrojen bagi ve pi-pi
etkilesimi ve Asp463 aminoasiti ile hidrojen bagi etkilesimlerinde bulundugu belirlenmistir.
Bunun yaninda son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda da Arg487 aminoasiti ile yapilan cesitli
etkilesimlerin de aktivitede rol oynayabilecegi bildirilmistir (Dastyafteh vd., 2024; Karatas
vd., 2021).

Daha 6nce yapilan CoOMFA ve CoMSIA calismalarinda, heterosiklik yapilarin 5. veya
6. konumlarinda bulunan elektronegatif ve hidrofobik olmayan gruplarin aktivite i¢cin 6nemli
oldugu rapor edilmistir (Temiz-Arpaci vd., 2005; Tekiner-Gulbas vd., 2006). Bu verilerden
hareketle, benzimidazol ve benzoksazol ana halkalarina 5. konumda ester siibstitiisyonu
eklenmesinin aktiviteye olan etkisi aragtirilmak istenmistir. Molekiiler kenetlenme
caligmalar1 sonucunda, bu siibstitiisyonlarin baglanma cebindeki Asp463 ve Arg487 gibi
aminoasitlerle ¢esitli etkilesimlerde bulundugu tespit edilmistir. Bilesiklerin in silico
tasarimlari, Discovery Studio 3.5 yazilimi kullanilarak molekiiler kenetlenme yontemiyle
gercgeklestirilmistir. Caligmalar, bilesiklerin genel olarak enzimin aktif bolge kalintilar1 olan
Arg4d87, guanin (DG13), adenin (DA12), timin (DT9) ve sitozin (DC8) ile etkilesimler
kurarak baglandigimi gostermistir. Bu dogrultuda, ana halkaya bagli ester siibstitlisyonu
baslangi¢ noktasi olarak secilmistir. Ayrica, onceki ¢alismalarda, halkanin 2. konumunda yer
alan fenil grubuna hacimli gruplarin eklenmesinin aktiviteye olumlu katki sagladig
bildirilmistir (Temiz-Arpaci vd., 2005; Tekiner-Gulbas vd., 2006). Bu nedenle, bilesiklerin
tasarim asamasinda bu tiir gruplarin varligr dikkate almmistir. Yapilan molekiiler kenetlenme
calismalari, bilesiklerin baglanma bélgesinde cesitli - etkilesimleri ve hidrojen baglar
olusturarak, etoposid ile benzer bir sekilde konumlandigini ortaya koymustur (Sekil 3.3). Bu
bulgulara dayanarak, benzimidazol ve benzoksazol ana iskeletlerine, 2. konumdan bagl fenil
halkasinin ¢esitli hidrofobik gruplarla siibstitiisyonunun aktivite {izerindeki etkisini
arastirmak amaciyla, her biri 15 bilesikten olusan benzimidazol ve benzoksazol tiirevleri

tasarlanmigtir.
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Tasarlanan tiirevlerin sentezine Oncelikle baslangic maddelerinin hazirlanmasiyla
baslanmistir. Benzimidazol tiirevlerinin baglangic maddesi olan 3,4-diaminobenzoik asit,
tiyonil kloriir ve metanol ile reaksiyona sokularak metil 3,4-diaminobenzoat elde edilmistir.
Benzoksazol tiirevlerinin baslangic maddesi olan 3-amino-4-hidroksibenzoat ise, 3-amino-4-
hidroksibenzoik asidin asetil kloriir varliginda metanol ile reaksiyonu sonucu
sentezlenmistir. Hazirlanan baslangic maddelerinden hareketle, benzimidazol tiirevleri,
Na,S,05 varliginda gesitli aldehitlerle reaksiyona sokularak metil (2-siibstitiiefenil)-1H-
benzimidazol-5(6)-karboksilat tiirevleri elde edilmistir. Benzoksazol tiirevleri ise, DDQ
varliginda cesitli aldehitlerle reaksiyona sokularak metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-

karboksilat tiirevlerine dontistlirilmiistiir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

NH = R H
NH 2 > N /= R
2 CH,0H/ SOCl, O\”/CE OHC—@ />_@
HO e NH ——> .0
NH, e ? Na,S,05 H;C N
0 0

O

Sekil 4.1. Metil (2-stibstitiiefenil)-1H-benzimidazol-5(6)-karboksilatlarin genel sentezi

OH O ot ‘ =
CH,COCI r HC\ 7/ .0 v N\ 7
o ™ HC NH, = HC
g 3 DDQ )

H NH, CH;0H o
e}

Sekil 4.2. Metil (2-siibstitiiefenil)benzoksazol-5-karboksilat tiirevlerinin genel sentezi

Elde edilen bilesiklerin saflik ve yapi analizleri; erime noktasi, iTK ve '*H NMR, **C
NMR, IR, kiitle spektroskopisi, LC analizleri olmak {izere ¢esitli enstriimantal analiz

yontemleri ile karakterize edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin antikanser aktiviteleri, Isparta Siileyman Demirel Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyokimya Anabilim Dali'nda Dog¢. Dr. Yalgin
ERZURUMLU tarafindan, LNCaP, HepG2 ve A549 olmak {izere ii¢ insan kanser hiicre hatti
ile bir saglikli insan embriyonik bobrek hiicre hatti (293T) iizerinde referans inhibitdr
etoposid varliginda incelenmis ve bilesiklerin (2a-2p ve 3a-3p) kanser ve saglikli hiicre
hatlarina karsi inhibitér aktiviteleri (ICso degerleri) Tablo 4.1°de sunulmustur. Sonuglar
incelendiginde benzoksazol halkasini tasiyan yapilarda aktivite gdzlenememis, benzimidazol
halkasi tagiyan yapilarin neredeyse hepsinde 293T saglikli hiicre hattinda referans inhibitor
etoposide (ICsp: 144,62 uM) gore daha diisiik ICsp degerleri (54.25-100 uM) sergiledigi

ortaya konulmustur.
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LNCaP, HepG2 ve A549 kanser hiicre hatlarinda elde edilen sonuglar, benzimidazol
halkasi tasiyan bilesiklerin (2a-2p), genelde benzoksazol halkasi tasiyanlara (3a-3p) kiyasla
daha giiclii antiproliferatif aktivite sergiledigini gostermistir. Tablo 4.1°e gore, bilesiklerin
cogu li¢ kanser hiicre hattina karsi ICsy degerleri sirasiyla 10,83-57,29, 15,58-61,05 ve
14,48-104,28 pM arasinda degisen gilicli in vitro antikanser etkiler gostermistir.
Benzimidazol halkasina bagli fenil grubunun para pozisyonunda izopropil grubu tasiyan 2h
bilesigi, LNCaP hiicre hattinda ICso = 11,84 pM ile etkili bir aktivite sergilemis ve etoposide
benzer bir sonug elde gostermistir. Ayni bilesik, HepG2 (19,59 uM) ve A549 (20,22 uM)
hiicre hatlarinda, referans inhibitére kiyasla daha diisiik ICsy degerleri gostermistir. Ayrica,
para pozisyonunda tert-biitil grubu tasiyan 2| bilesigi, LNCaP hiicre hattinda en diisiik 1Cs
degeri (10,83 uM) ile referans inhibitore gore daha yiiksek aktivite gdstermistir.

Halkada yer alan R;, R, ve Rz gruplarinda yapilan degisikliklerin antiproliferatif
aktivite tizerinde belirgin etkileri oldugu tespit edilmistir. Benzimidazol halkasina bagl fenil
grubunun meta pozisyonunda flor gibi elektron ¢ekici bir grubun bulunmasi (2b), sitotoksik
aktivitenin azalmasina neden olmustur. Buna karsin, 3 ve 5 pozisyonlarinda elektron verici
ozellikte metil gruplar1 tasiyan 20 bilesiginde aktivitede yaklasik iki kat artis gozlenmistir.
Bunun yaninda 2d bilesigi dikkate alindiginda, meta ve para pozisyonlarinda elektron ¢ekici
klor ve flor gruplarinin varlig1 aktivitenin azalmasina neden olmustur. Ancak, yalnizca para
pozisyonda metil ve dallanmis alkil gruplari (i-C3H; ve t-C4Hg) tasiyan tiirevlerin referans

inhibitore gore belirgin derecede daha iyi sitotoksik etkiler gosterdigi gdzlemlenmistir.

Fenil halkasina para konumunda siibstitiie diiz zincirli alkil gruplari (6rnegin, C,Hs, n-
CsHy ve n-CsHyp) genellikle aktiviteyi artirma egiliminde olmus, ancak etkileri zincir
uzunluguna gore degisiklik gostermistir. Daha kiigiik alkil gruplar1 genelde daha yiiksek
biyolojik aktivite sergilemistir. Ornegin, R, grubu C,Hs ve n-CsH; olan 2f ve 29 bilesikleri,
HepG2 ve A549 hiicre hatlarinda sirasiyla 25,26 (£3,11); 28,24 (+3,18) ve 28,44 (+1,95);
29,14 (£1,70) olmak iizere dusiik ICsy degerleriyle dikkat ¢ekmistir. Orta uzunluktaki
zincirler arasinda yer alan 2i (R,: n-C4Hg), sinirhi bir aktivite artigi gosterirken, daha uzun
zincirli analoglar (6rnegin, 2m, R;: n-CsHj;) aktivitede bir miktar azalma egilimi
gostermistir. Yapida yer alan daha uzun alkil zincirlerinin hidrofobik yapiy1 artirarak
permeabiliteyi kolaylastirabilecegi, ancak sterik engeller nedeniyle bu tiirevlerde aktivitenin
azaldigr sonucuna varilmistir. Bu durum, sterik etkilerin bilesiklerin hareketliligini
siirladigini ve daha uzun zincirlerin lipid permeasyonuna uygun olmasina ragmen sterik

engellerin aktiviteyi azalttigimi diisiindiirmektedir.
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Doktora tez caligmas1 kapsaminda sentezlenen bilesiklerin hTopo Ila enzimi
tizerindeki inhibisyonlarina yonelik ¢aligmalar kapsaminda enzime baglanma potansiyelleri
degerlendirilmistir. Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilen bu ¢alisma, E6652Hu hTopo Ila ELISA Kiti kullanilarak
yapilmistir. Referans inhibitér etoposid ile kiyaslamalar gergeklestirilmis ve baglanma
sonrast ortamda kalan enzim miktarlarina ait absorbans degerleri olgiilmiistiir. Elde edilen
sonuclara gore, standart inhibitor etoposid (1.40 pg/L) ile karsilastirildiginda, daha diisiik
konsantrasyonlar elde edilen bilesiklerin daha yiiksek baglanma potansiyelleri gosterdigi

belirlenmistir.

Sonuglar incelendiginde, benzimidazol halkasi tasiyan bilesiklerin (2a-2p),
benzoksazol halkasi tasiyan bilesiklere (3a-3p) kiyasla genellikle daha gii¢lii baglanma
profilleri sergiledikleri belirlenmistir. Bu durum, benzazol halkalarinin yapisal olarak dogal
plirinlere  benzerlik gOstermesi sayesinde gilicli DNA  baglanma  aktivitesi
sergileyebilmelerinin yani sira, benzimidazol halkasinin hem hidrojen bagi vericisi hem de
alicis1 olarak davranabilen ¢ok yonlii kimyasal 6zellikleri ile iliskilendirilebilir (Hagar vd.,
2024). Ogzellikle, benzimidazol halkasina bagli fenil grubunda flor gibi elektron cekici
gruplar igeren tirevlerde (2a: 1,07 upg/L ve 3a: 1,31 ug/L) daha yiiksek baglanma
potansiyelleri gozlenmistir. Bu durum, flor atomunun kiigiik boyutu ve yiiksek
elektronegatifligi sayesinde hedef proteinle daha giicli etkilesimler kurmasina baglanabilir
(Bégué ve Bonnet-Delpon, 2008). Ote yandan, brom iceren tiirevlerde aktivitenin azaldig1
belirlenmis ve bu durum bromun sterik etkilerinin baglanma stabilitesini olumsuz ydnde
etkilemesiyle agiklanmistir. Fenile bagh alkil gruplarinda dallanmanin, diiz zincir yapilarina
gdre enzime baglanma kapasitesini artirdig1 tespit edilmistir. Ornegin, n-biitil grubu tastyan
2i’nin aktivitesi 1,52 pg/L iken, dallanmis yapidaki i-biitil (2K) ve t-biitil (2I) tasiyan
tiirevlerde baglanma kapasiteleri sirasiyla 1,39 pug/L ve 1,28 ug/L olarak kaydedilmistir.
Ayrica, fenil grubunda metoksi substitiientinin varligi genellikle enzime baglanma
potansiyelini artiric1 bir etki gostermistir. Ozellikle 3,5-dimetoksi grubu tasiyan 2p tiirevinin
baglanma kapasitesi 1,28 ug/L olarak o6l¢iilmiistiir. Benzoksazol halkasi tasiyan tiirevlerden
elde edilen sonuclar incelendiginde; 2. konumdan bagl fenil gruplarinda, halojen
substitiientlerinin para konumunda bulunmasinin, meta konumuna gére daha iyi baglanma
potansiyeli sagladigi gozlemlenmistir. Ornegin, 4-Flor (3a), 3-Flor (3b), ve 4-Brom (3c)
tirevlerinin baglanma kapasiteleri sirastyla 1,3 pg/L, 1,47 pg/L ve 1,32 pg/L olarak
belirlenmistir. Fenile baglh alkil gruplarinda zincir uzunlugunun artmasiyla baglanma

potansiyelinde azalma goézlenmistir. Bunun yam sira, dimetoksi grubu tasiyan tiirevlerde
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baglanma potansiyelinin genel olarak diistiigii tespit edilmistir. Ornegin, 4-metoksi (3n) ve
3,5-dimetoksi (3p) tiirevlerinin baglanma kapasiteleri sirasiyla 1,3 ve 1,39 pg/L olarak
kaydedilmistir. Bu bulgular hem benzimidazol hem de benzoksazol tiirevlerinde
substitiientlerin tlirli ve pozisyonunun enzime baglanma potansiyelini 6nemli Olgilide

etkiledigini ortaya koymaktadir.

Bilesiklerin hTopo Ilo enzimine baglanma potansiyellerinin in silico ortamda
molekiiler diizeyde degerlendirilmesi amaciyla, hTopo Ila enzimine ait SGWK kristal yapisi
(rezoliisyon: 3,25 A) kullanilarak molekiiler kenetlenme calismalar1 gerceklestirilmistir.
Benzimidazol (2a-2p) ve benzoksazol (3a-3p) halkasi igeren bilesiklerin, -7,11 ile -5,85
kcal/mol arasinda degisen baglanma enerjileriyle enzime baglandigi belirlenmistir. Ayrica
Prime MM/GBSA hesaplamalari ile bilesiklerin baglanma modlarinin daha detayli analizi
gergeklestirilmis serbest baglanma enerjilerinin daha kapsamli bir sekilde hesaplanmasi
saglanmustir. Benzimidazol (2a-2p) ve benzoksazol (3a-3p) halkasi igeren bilesiklerin, -
42,64 ile -29,65 kcal/mol arasinda degisen baglanma enerjileriyle enzime baglandigi
belirlenmistir. Benzoksazol halkasina sahip bilesikler (3a-3p), sergiledikleri polar
etkilesimler ile baz tiirevlerde daha iyi baglanma motifleri sergileseler de biyolojik aktivite
genelde benzimidazol halkas1 tasiyan bilesiklere (2a-2p) oranla daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Baglanma motifleri incelendiginde; bilesiklerin ¢ogunun, etoposid gibi hTopo
o'nin baglanma bolgesinde yer alan aminoasitlerden biri olan arjinin (Arg487) ile etkilesim
gosterdigi gozlemlenmistir. Ozellikle ana halkalara 2. konumdan bagh fenil halkasinda flor
iceren yan zincirler tagiyan tiirevlerde, yine aktivite i¢in 6nemli kabul edilen metiyonin
(Met762) aminoasitine yakinlastigi tespit edilmistir (Wendorff vd., 2012; Wu vd., 2011).
Ancak benzer konformasyonlarda brom igeren tiirevlerle karsilastirildiginda aktivitenin brom
igeren tiirevler i¢in daha diistiigii gozlemlenmistir. Bu durum bromun daha biiyiik atomik
yapiya sahip olmasindan dolay1 sterik etkilere neden olabilecegi ve bunun da aktiviteyi

gorece diigiirecegi tahmin edilmektedir.

Onceki arastirmalardan elde edilen verilere gore, n—m etkilesimleri aromatik gruplar
arasinda gerceklesen giiglii, cekici, kovalent olmayan baglar olarak tamimlanmis ve bu
etkilesimlerin Ozellikle DNA stabilizasyonunda, ila¢ interkalasyonunda ve benzeri
biyomolekiiler siireglerde kritik bir rol oynadig: bildirilmistir (Hunter vd., 2001). Bu nedenle,
aromatik halkalar arasinda goriilen bu giiclii etkilesimler, molekiiller aras1i baglanmayi
giiclendirerek komplekslerin stabilitesini artirabilir. Elde edilen sonuglar incelendiginde;

DNA hedef bolgelerinden biri olan guanin (DG13) ile hidrojen baglari, n-n veya m-katyon
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etkilesimleri yoluyla etoposid benzeri baglanma profilleri sergiledikleri belirlenmistir (Wu
vd., 2011). Bunun yaninda fenil halkas1 tizerinde kisa zincirli alkil gruplart (CH; ve C,Hs)
tasiyan tlirevlerde daha stabil kenetlenme profilleri ve biyolojik aktivite gdsterdigi; uzun
zincirli alkil gruplarinda (C4Hg ve CsHyy) ise, sterik etkileri nedeniyle daha diisiik aktivite
sergiledikleri tahmin edilmektedir. Fenil halkasina bagli daha kiigiik yan zincirler tasiyan
tiirevler, Arg487 ile metil estere ait karbonil oksijeni lizerinden hidrojen bagi olustururken,
daha uzun zincir tasiyan tiirevler aktif bolgeye yerlesebilmek igin pozisyon degisikligi
gostermistir. Bu durumda, hidrojen bagi karbonil oksijeninden degil, imidazol halkasina ait
azot atomu lizerinden Arg487 ile gerceklestigi gozlemlenmektedir. Ancak, imidazol halkasi
tautomerik Ozellikler sergilediginden, olusan bu hidrojen bagmin stabilitesi diger
turevlerdeki kadar giiglii olmamasi ve sonug olarak molekiiliin aktif bolgedeki stabilitesini
etkiledigi ve dolayisiyla digerlerine gore daha diisiikk baglanma profilleri sergiledikleri

tahmin edilmektedir.

Fenil halkasmin para pozisyonunda bulunan metoksi grubunun etkisi in silico
calismalarda degerlendirildiginde, bu grubun molekiili Met762’den uzaklastirmasina
ragmen, 2n (1,10 puM) ve 3n (1,10 pM) bilesiklerinde yiiksek bir aktivite sergiledigi
belirlenmistir. Bu durum, metoksi grubunun fenil halkasina elektron vererek halkay1
aktiflestirmesiyle agiklanabilir. Halkadaki bu aktivasyon, DG13 ve DG8 gibi DNA
bolgeleriyle gozlenen m-n etkilesimlerini gii¢lendirebilir ve bdylece molekiiliin baglanma

bolgesindeki stabilitesini artirabilir.

Lipinski (Lipinski vd., 1997) ve Veber (Veber vd., 2002) kurallarina uygunluklar
acisindan bilesiklerin ilaca benzerlik 6zellikleri incelendiginde; molekiiler agirliklart 270,08
ile 323,15 arasinda degismekte; nHA ve nHD sayilar1 4 ve 0—1 arasinda sabit kalarak ilaca
benzerlik kriterleriyle uyumlu goriilmekte; donebilen bag sayilari 3 ile 7 arasinda
degismekte; ve TPSA < 140 A oldugu, bununla birlikte logP degerleri 5’ten biraz biiyiik
olan olan 2I, 2m, 3i, 3k, 3l, ve 3m bilesiklerinin Lipinski kurallarindan birini ihlal ettigi;
ancak diger bilesiklerin her iki kurala da uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Bu durum
bilesiklerin oral biyoyararlanim agisindan uygun olabileceklerini gostermektedir (Cizelge
3.4).

QED, ila¢ benzerliginin nicel tahmini olarak adlandirilan ve molekiiliin ilag benzeri

ozelliklerini sayisal olarak degerlendiren bir skorlama sistemidir. QED degerleri, 0 (tiim

ozellikler olumsuz) ile 1 (tim o&zellikler olumlu) arasinda degismektedir. Bu skorlama
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sistemi kullanildiginda, 0’a yakin degerler diisiik ilag benzerligini, 1’e yakin degerler ise
yiiksek ilag benzerligini ifade etmektedir. (Bickerton vd., 2012). Sentezlenen bilesiklerin
QED degerleri genel olarak 0,472 ile 0,75 arasinda degismekte, bu durum bilesiklerin ilaca

benzerliklerinin orta ila iyi diizeyde oldugunu gostermektedir (Cizelge 3.5).

Bilesiklerin oral biyoyararlanimlariin degerlendirmesinde, ADME profillemesinin
onemli bir unsuru olan adsorbsiyon kapasiteleri analiz edilmistir. Insan bagirsak
adsorbsiyonu ile gecirgenlik arasinda belirgin bir iliski oldugu, gecirgenlik degerlerinin
bagirsaktan adsorbsiyonu yansittigi gériilmiistiir. Caco-2 ve MDCK hiicre hatlar1 in vivo
gecirgenlik tahmininde yaygin olarak kullanilmakta, 6zellikle Caco-2 hiicrelerindeki P-
glikoprotein (P-gp) onemli bir tasiyici olarak one ¢ikmaktadir. Bu nedenle yapilan in silico
analizlerde Caco-2 ve MDCK gegirgenlikleri degerleri negatif degerlerle ifade edilmekte, -
5’in altindaki degerler diisikk emilime isaret etmektedir. Ayrica, bilesiklerin Pgp inhibitorii
veya substrat1 olma potansiyelleri incelenmistir. Buna gore elde edilen veriler incelendiginde
genel olarak Caco-2 ve MDCK gegirgenliklerinin sirasiyla -4,2 ile -5,7 ile -4,4 ile -4,9
arasinda bulunmus, ¢ogu bilesik i¢in sinirli bir bagirsaktan adsorbsiyon potansiyellerine
isaret etmekte Ozellikle 2d ve 2| bilesiklerinin sergiledikleri diigsiik degerler ile bagirsak
gecirgenliklerinin sinirli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun yaninda; 2m ve 3m
bilesiklerinin diisiik Caco-2 ve MDCK ge¢irgenliklerinin yani sira P-gp substrati/inhibitorii
olarak aktif gorinmemesi de bu bilesiklerin biyoyararlanim agisindan daha da sinirli
olabilecegine isaret etmektedir. Bunlarin yaninda bilesikler 3k ve 2i hem P-gp inhibitorligi
hem de iyi seviyede bagirsak gecirgenlik potansiyeli gOstermeleri oral biyoyararlanim

acisindan digerlerine gore dikkat ¢ekmektedir.

Doktora tez calismasi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin ADME 6zelliklerinin
onemli bir bileseni olan HIA potansiyelini degerlendirmek igin ADMET-AI ¢evrimigi
uygulamasi kullanilarak HIA degerleri hesaplanmistir (Swanson vd., 2024). Cizelge 3.5’te
sunulan sonuglar incelendiginde, sentezlenen bilesiklerin biiyiik ¢cogunlugunun bagirsaktan
emilim oranlarinin %90'm iizerinde oldugu goriilmiis, bu da bilesiklerin yiiksek bagirsak
emilim potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, diisiik HIA degerine sahip
bilesik bulunmamasi, sentezlenen bilesiklerin bagirsaktan emilim agisindan yeterli oldugunu
desteklemektedir. Ozellikle 2a, 2b, 2d, 3a, 3b, 3¢, 3d, 3e, 3f ve 30 bilesiklerinin %97-%99
araliginda HIA degerleri ile yiiksek absorbsiyon kapasitesi sergiledigi ve bu durumun
bilesiklerin oral biyoyararlanim agisindan uygun aday olma potansiyellerine isaret

etmektedir.
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Bilesiklerin plazma proteinlerine baglanma potansiyelleri incelendiginde, %98'in
tizerinde plazma protein baglanma oranlarina sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu durum,
bilesiklerin biiylik bir kismimin dolasimda plazma proteinlerine bagl sekilde tasinacagini
gostermektedir. Bununla birlikte, 3i (%99,40) ve 2m (%99,30) gibi bilesiklerde gézlemlenen
yiiksek PPB degerleri, serbest fraksiyonun diisiik olabilecegini igaret etmektedir. Bu durum,
bilesiklerin hedef dokulara ulagiminda zorluklara ve dolayisiyla biyoyararlanimin azalmasina
yol acabilir. Ote yandan, 2b (%98,20) ve 3k (%98,60) gibi bilesiklerde daha diisiik PPB
degerleri, dolasimda daha fazla serbest ve aktif formun bulunmasina neden olabilir. Bu
durum, bilesiklerin daha hizli eliminasyonu, etkilerinin daha kisa siireli olmas1 ve toksisite
riskinin artmas1 gibi olas1 dezavantajlar1 beraberinde getirebilir (Han vd., 2025). Bilesiklerin
KBB iizerindeki gecis potansiyelleri degerlendirildiginde, benzoksazol halkasi igeren
bilesiklerin genel olarak KBB'den yiiksek gecis sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle, 3a, 3c,
3d ve 3k'nin yiiksek diizeyde, 2c, 3f ve 3g'nin ise orta diizeyde gecis profili sergiledigi
belirlenmistir (Cizelge 3.5).

Bilesiklerin ilag-ilag etkilesim potansiyellerini degerlendirmek amaciyla mikrozomal
CYP enzimleri tizerinden substrat ve inhibitér olma potansiyelleri incelendiginde, CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 ve CYP2C8 enzimleri {izerinde gii¢lii inhibitdr etkilere sahip
bilesikler olarak 2p ve 3p oOne ¢ikmaktadir. Bu bilesikler, genel inhibitdr etkiler
sergilemektedir. Buna karsilik, 2h ve 3h bilesiklerinin mikrozomal enzimler tizerinde genel
olarak zayif inhibitor etkiler gosterecegi ve sinirli substrat etkinliklerine sahip olacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, 20 ve 30 bilesiklerinin CYP2D6 enzimi iizerinden substrat olma
potansiyeli tasidigi, 30'nun ise CYP3A4 enzimi ilizerinde inhibitor etkinlik gosterebilecegi

gozlemlenmistir (Cizelge 3.6).

Sentezlenen bilesiklerin plazma klirensi (CLpama) Ve yarilanma siireleri (Typ)
degerlendirildiginde, 2f ve 20 bilesikleri (sirasiyla 8,495 ve 7,886 mL/dak) en yiiksek plazma
klirenslerine sahip bilesiklerdir ve bu durum viicuttan hizli bir sekilde elimine edilecegine
isaret etmektedir. Bunun yaninda 3¢ ve 3m bilesiklerinde gozlenen diisiik klirens degerleri
(sirastyla 3,628 ve 3,308 mL/dak) digerlerine gore daha diisiiktiir ve bu bilesiklerin viicuttan
daha yavas elimine edileceklerini gostermektedir. Tabloda bilesiklerin T, degerleri
kiyaslandiginda en uzun yarilanma siiresine sahip bilesik olarak 1,222 saatlik yar1 6miir ile
3d, 1,118 saat ile 3b ve 1,011 saat ile 3¢ bilesikleri; en kisa yarilanma 6mrii ise 2p (0,377 sa)
ve 2i (0,458 sa) bilesikleri olarak belirlenmistir (Cizelge 3.7).
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Sentezlenen bilesiklerin toksisite profilleri degerlendirildiginde, bilesiklere ait
belirlenen AMES toksisite skorlar karsilagtirildiginda 2a, 2b, 2d, 2e, 2f, 2p, 3n bilesikleri en
yiikksek (>0.7) mutajenik potansiyel gosterdikleri bunun yaninda 3c ve 3i, 3k, 3l ve 3m
bilesiklerinin <2,0 degeri ile mutajenite agisindan giivenli bir profile sahip olabilecekleri
belirlenmistir.  Kardiyotoksisite riski agisindan hERG blokaji  iizerine yapilan
degerlendirmelerde, 2i ve 2m bilesikleri sirastyla 0,637 ve 0,797 degerleri ile en yiiksek
hERG bloke etme potansiyeline sahip bilesikler olarak dikkat ¢ekmektedir. Buna karsin, 3p
ve 3h gibi bilegikler sirastyla 0,113 ve 0,103 degerleri ile daha diisiik hERG blokaj1 aktivitesi
gostermekte ve bu durum, kardiyotoksisite riski acisindan daha gilivenli bilesikler
olabileceklerine isaret etmektedir. Hepatotoksisite riskleri agisindan degerlendirildiklerinde
2f (0,514) ve 2k (0,557) bilesiklerinin yiiksek karaciger toksisite potansiyelleri
tagiyabilecekleri, bunun yaninda 31, 3¢ ve 2l bilesiklerinin gbérece daha az karaciger
toksisitesi riski (<0,25) tasidigi gozlenmektedir. Bilesiklerin karsinojenite profilleri
degerlendirildiginde, 2d ve 2n bilesiklerinin yiiksek karsinojenik potansiyele sahip olduklar
(>0,8) belirlenmistir. Buna karsin, 3m bilesiginde bu riskin digerlerine gore diisiik oldugu
(<0,3) goriilmektedir. Genotoksisite degerlendirmesinde, 3m ve 3i bilesiklerinin diisiik
genotoksisite degerlerine (sirasiyla 0,001 ve 0,002) sahip olduklari tespit edilmistir. Ancak
2a, 2b, 2c ve 2d bilesiklerinin yiiksek genotoksisite skorlar1 (>0,9) ile DNA’ya zarar verme
potansiyellerinin daha yiiksek olabilecegi belirlenmistir. Sonu¢ olarak doktora tezi
kapsaminda sentezlenen bilesiklerden 3m ve 3i bilesikleri genotoksisite, karsinojenisite, ve
mutajenite agisindan disiik risk tasimaktadir. 2d bilesigi kardiyotoksisite, mutajenite,
hepatotoksisite ve genotoksisite agisindan dikkat edilmesi gereken bilesiklerdir (Cizelge 3.7).
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5. SONUC ve ONERILER

Yiiriitiilen bu doktora tez ¢aligmasinda, 13'i orijinal olmak tizere 15 adet benzimidazol
(2a-2p) ve 15 adet benzoksazol (3a-3p) tiirevi toplam 30 bilesik tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bilesiklerin yapisal karakterizasyonu, 'H NMR, *C NMR, LC-MS ve IR
gibi enstriimantal analiz yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Biyolojik aktiviteleri ise
293T, A549, HepG2 ve LNCap hiicre hatlar iizerinde yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalari ve
hTopo Ila enzim inhibisyonu analizleri ile incelenmistir. Ayrica, in silico analizlerle, hTopo
oo enzimiyle olan molekiiler diizeydeki etkilesim dinamikleri ayrintili bir sekilde

degerlendirilmistir.

WST-1 aracili sitotoksisite testi sonuglarina gore, doktora tezi kapsaminda sentezlenen
bilesiklerin A549, LNCaP ve HepG2 insan kanser hiicre hatlarinda gii¢li antikanser
aktiviteler sergiledigi, 6zellikle benzimidazol tiirevlerinin benzoksazol tiirevlerine kiyasla
daha yiiksek antiproliferatif aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak, sentezlenen
bilesiklerin tamaminin saglikli insan embriyonik bobrek hiicre hatti (293T) lizerinde referans
inhibitor etoposide kiyasla daha diisiik 1Csy degerleri sergiledigi ve yiiksek sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak, HepG2 ve A549 hiicre hatlarinda etoposide kiyasla
strastyla (33,58 (£5,31) ve 35,29 (£3,35) degerleri ile daha giiclii antikanser aktiviteleri ve
kanserli hiicrelere karsi daha yiiksek segiciligi ile 2n bilesigi 6ne g¢ikmaktadir. Bunun
yaninda, 2| ve 2h bilesikleri LNCaP, HepG2 ve A549 hiicrelerine karsi (sirasiyla, 11,84
(£3,48); 19,59 (£2,15) ve 20,22 (£3,05) ve 10,83 (£4,74); 15,58 (£5,25); 14,48 (+4,28)
olmak iizere yiiksek antikanser aktiviteleri nedeniyle dikkat cekmektedir.

Yapilan hTopo Ila enzimine baglanma potansiyellerinin degerlendirildigi ¢aligmada,
benzimidazol tiirevi bilesiklerin (2a-2p), benzoksazol tiirevlerine (3a-3p) kiyasla genellikle
daha giiclii baglanma profilleri sergiledigini ortaya koymustur. Bu durum, benzimidazol
halkasinin hem dogal piirinlere yapisal benzerligi hem de hidrojen bagi vericisi ve alicisi
olarak davranabilmesi ile iliskilendirilmistir. Flor gibi elektron ¢ekici gruplar igeren
tirevlerin yiiksek baglanma potansiyelleri gosterdigi (6rnegin, 2a: 1,07 pg/L ve 3a: 1,31
pg/L), brom substitiientlerinin ise sterik etkiler nedeniyle aktiviteyi olumsuz etkiledigi
gbzlenmistir (6rnegin, 4. konumda i-biitil (2k: 1,39 ug/L), t-bitil (2I: 1,28 ug/L) ve n-biitil
(2i: 1,52 pg/L) tasiyan tiirevlerde oldugu gibi).
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hTopo Tla (pdb:5GWK) enziminin-DNA ve etoposid kompleksi seklindeki kristal
formu kullanilarak gergeklestirilen molekiiler kenetlenme ¢aligmalari sonucunda sentezlenen
bilesiklerin etkili skorlara ve enzim-DNA kompleksi ile gii¢lii baglantilara sahip oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen veriler, DNA stabilizasyonu ve ilag¢ interkalasyonu gibi
biyomolekiiler siireclerde 6nemli yere sahip olan aromatik gruplar arasinda goriilen =
etkilesimlerinin 6nemli oldugunu, bu baglamda, DG13 gibi DNA hedef boélgeleri ile n-n
etkilesimi veya m-katyon etkilesimleri yoluyla benzer baglanma profilleri sergileyen
tiirevlerin, biyolojik aktivite agisindan 6ne ¢iktig1 belirlenmistir. Ayrica, fenil halkasina bagh
daha kisa zincirli alkil gruplari tastyan tiirevlerin, daha uzun zincirli alkil gruplari tagiyanlara
gore daha iyi baglanma profilleri sergiledikleri ve yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun yaninda yapida metoksi grubunun varliginin molekiilii biyolojik aktivitede
onemli yere sahip Met762 aminoasit kalintisindan uzaklagtirmasina ragmen aktivitede
yiiksek degerlerin elde edilmesinin halkay1 aktive edici metoksi grubunun n-n etkilesimlerini
giiclendirdigi ve molekiiliin baglanma stabilitesini artirarak aktiviteye katki sagladigi

belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin ADME o6zellikleri, ilag olabilirlik potansiyelleri ve toksisite
profilleri kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Genel olarak, bilesiklerin iyi bir
farmakokinetik profile sahip oldugu ve Lipinski ve Veber kurallarina uygunluk gosterdikleri,
insan bagirsak emilim oranlarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunlardan 3m ve 3i
bilesiklerinin diisiik toksisite profilleriyle one ¢ikan tiirevler oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda, 2d bilesigi, yiiksek kardiyotoksisite, hepatotoksisite, mutajenite ve genotoksisite

potansiyeli tagidigi i¢in dikkatle degerlendirilmesi gereken bir aday olarak belirlenmistir.

Bu calismada sentezlenen bilesiklerden elde edilen veriler 1s18inda, gelecekte
planlanacak c¢aligmalarda benzimidazol halkasi {izerinden devam edilerek biyolojik
aktivitelerin optimizasyonu hedeflenebilir. Bu kapsamda, uzun ve dallanmis gruplarin yani
sira daha kisa alkil zincirleri tasiyan ve/veya elektron gekici gruplarin (6rnegin, F ve CI)
farkli pozisyonlarda siibstitiie edilmesinin aktivite {lizerindeki etkilerinin arastirilmasi

Onerilmektedir.

hTopo Ilo enzimine baglanma potansiyellerine yonelik caligmalar incelendiginde;
gelecekteki calismalarda, farkli halkalar ve substitlientlerle yapilan modifikasyonlarin
enzime baglanma ve biyolojik aktivite iizerindeki etkilerinin kapsaml sekilde incelenmesi

onerilmektedir. Bu tiir analizler, daha etkili bilesiklerin tasarimina katki saglayabilir.
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In silico ADMET sonuglari degerlendirildiginde, diisiik bagirsak gegirgenligi gésteren
bilesikler (6zellikle fenil halkasinda hidrofobik alkil zincirleri tasiyan tiirevler, 6rnegin 2m
ve 3m gibi) i¢in biyoyararlanimin arttiritlmasi amaciyla gesitli ilag tasiyici sistemlerinin

kullanilmasi veya 6n ilag tasarimlarinin degerlendirilmesi onerilmektedir.

Molekiiler kenetlenme c¢aligmalariyla elde edilen en uygun konformasyonlarin ve
baglanma cebindeki etkilesim dinamiklerinin daha derinlemesine incelenmesi i¢in molekiiler
dinamik simiilasyonlarinin ek olarak yapilmasi, bilesiklerin etkilesim mekanizmalarinin daha

iyi anlasilmasina katki saglayabilir.

Ciddi toksisite riski tagiyan bilesikler i¢in, klinik gelisim siirecinden 6nce toksikolojik
riskleri azaltmaya yonelik alternatif yap1 modifikasyonlarinin yapilmasi 6nemlidir. Ayrica,
tez calismasi kapsaminda sentezlenen benzimidazol ve benzoksazol tiirevlerinin, daha genis
bir kanser hiicre hatti yelpazesinde ve farkli biyolojik hedefler iizerindeki etkinliklerinin

incelenmesi Onerilmektedir.

Doktora tez calismasi kapsaminda elde edilen bu sonuglar, antikanser tedavi
stireclerinde benzimidazol ve benzoksazol tiirevlerinin umut vadeden adaylar oldugunu ve
uygun modifikasyonlarla biyolojik aktivitelerinin daha da artirilabilecegini ortaya

koymaktadir.
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