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OZET

Yeni Benzimidazol Tiirevlerinin Tasarlanmasi, Docking Calismalari, Sentez ve Anti-
enflamatuvar, Antioksidan Aktivitelerinin Arastiriimasi

NSAli'lerin cesitli formlar1 arasinda, imidazol ve alt1 iiyeli halkalarla kaynasmis imidazol tiirevleri,
analjezik ve anti-enflamatuar ilaglar olarak 6énemli bir role sahiptirler. Benzimidazol parg¢asinin, anti-
enflamatuar ilaglar i¢in minimum yapisal gereklilikleri karsilamakta oldugu bildirilmisdir.
Benzimidazol pargasi iceren birgok molekiiliin analjezik aktivitenin yan1 sira énemli anti-enflamatuar
ve antioksidan aktivitelere de sahip oldugu bildirilmistir. Bu arastirmanin amaci, yeni benzimidazol
tiirevlerinin tasarimi, sentezi, karakterizasyonu, docking ¢alismalari, anti-enflamatuvar ve antioksidan
aktivitelerinin arastirilmasidir.

5-(4-Klorofenoksi)- veya 5-(benziloksi)-2-nitroanilin, DMF i¢inde anhidr K,COj3 varliginda, 5-kloro-
2-nitroanilin ve 4-kloro-fenol veya benzil alkolden sentezlendi. 5-kloro-4-floro-2-nitroanilin veya 5-
kloro-N*-etil-4-floro-2-nitroanilin ve morfolin, DMSO iginde 145-150 °C'de 6 saat 1s1t1ld1. 5-Kloro-4-
floro-2-nitroanilin ve 1-fenilpiperazin ve anhidroz K,COs, DMF icinde 60 °C'de 6 saat 1sitild1. 2,4-
Dikloro-1-nitrobenzen DMF i¢inde ¢oziildii, ardindan (4-klorofenil)metanamin ve anhidroz K,COj3
eklendi ve karisim 80 °C'de 6 saat 1s1t1ld1. 1-kloro-2-nitrobenzen, propilamin ve anhidroz K,COs ile 80
%C'de 3 saat boyunca reaksiyona sokuldu. Yukaridaki tiim ara iiriinler soguk su ilavesinden sonra elde
edildi, siiziildi, kurutuldu ve etanol ile kristallendirildi. Yukaridaki ara triinlerdeki nitro grubu
SnCI/HCI ile ortamda rediiklendi ve oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Rediiklenen bilesikler,
DMF iginde 135 °C'de 12 saat boyunca ilgili siibstitiie benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzlar ile
reaksiyonda kullanildi. Hedef bilesikler H1-H26'y1 elde etmek icin kolon kromatografisi ile
saflagtirildi.  4-(6-kloro-5-floro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)benzonitril ~ bilesigi hidroksilamonyum
kloriir NH,OH.HCI ve potasyum tert-butoksit KO.t-But ile reaksiyona sokularak H27 bilesigi elde
edildi. Nihai H1-H27 bilesiklerinin kimyasal yapilari gesitli spektral yontemler (MS, *H NMR ve 3C
NMR) kullanilarak tespit edilmistir. Sentezlenen bilesikler, insan Kirmiz1 Kan Hiicresi Membran
Stabilizasyon Kapasitesi kullanilarak anti-enflamatuar aktivitesi agisindan test edilmis ve ABTS ve
DPPH kullanilarak antioksidan aktivite agisindan test edilmistir. Yerlestirme ¢alismasi Cresset Flare
yazilim kullamlarak COX-1, COX-2 ve sitokrom oksidaz enzimlerine kars1 yapildi ve ilgili skorlar
kaydedildi. Farmakokinetik o6zellikler ve ilag benzerlikleri SwissADMET ¢evrimi¢i sunucusu
kullanilarak tahmin edilmistir.

Insan kirmizi kan hiicresi membranlarimin stabilizasyon kapasitesinde en yiiksek aktivite sirasiyla
%79,35 ve %78,42 stabilizasyon kapasitesi ile H11 ve H22'de bulunmustur. Yeni sentezlenen
molekiillerin DPPH serbest radikal siipiirme etkileri en yiiksek inhibisyonu H27 bilesiginde (%48,04)
gostermistir. Bu aktiviteyi %35,32 inhibisyon ile H22 takip etmistir. Yeni sentezlenen molekiillerin
ABTS serbest radikali tizerindeki siipiiriicii etkileri, 0,01 mM, 0,1 mM ve 1 mM konsantrasyonlarda
strastyla %31,89; %93,02 ve %94,40 ile en yiliksek inhibisyonu H27'nin gdsterdigini ortaya koymustur.
Bu aktiviteyi 0,1 mM'da %28,22 ve 1 mM ig¢in %84,93 ile H22 izlemistir. En yiiksek total antioksidan
kapasiteye sahip molekiil gram numune basina 48,33+1,47 mg AAE ile H27 olarak bulunmustur.
Sentezlenen bilesikler arasinda en yiiksek anti-enflamatuar aktiviteyi sergileyen H11 bilesiginin
yerlestirme c¢alismasi, COX enzimine baglandiginda daha kararl bir baglanma etkilesiminin gostergesi
olarak daha diisiik bir enerji skoru géstermistir (-10,01 kcal/mol). Ayrica H27 bilesigi sitokrom oksidaz
ile yerlestirildiginde yliksek antioksidan aktivite ve diisiik enerji skoru (-8,02 kcal/mol) ile yiiksek
kararlilikta baglanma gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: anti-enflamatuar aktivite, antioksidan aktivite, benzimidazol, sentez.



SUMMARY

Designing New Benzimidazole Derivatives, Docking Studies, Synthesis and Investigation
of Anti-Inflammatory, Antioxidant Activities

Among the several forms of NSAIDs, imidazole and fused imidazole with six-membered rings hold a
prominent role as analgesic and anti-inflammatory medicines. The benzimidazole moiety meets the
minimum structural requirements for anti-inflammatory drugs. It has been reported that many
molecules containing benzimidazole moiety have significant anti-inflammatory as well as analgesic
and antioxidant activities. The aim of this study to design, synthesize, characterize, docking Studies
and investigate the anti-inflammatory and antioxidant activities of new benzimidazole derivatives.

5-(4-chlorophenoxy)- or 5-(benzyloxy)-2-nitroanilin was synthesized from 5-chloro-2-nitroaniline and
4-Chloro-phenol or benzyl alcohol, respectively, in the presence of anhydrous K,COs; in DMF. 5-
chloro-4-fluoro-2-nitroaniline or 5-chloro-N*-ethyl-4-fluoro-2-nitroaniline and morpholine were
heated in DMSO at 145-150 °C for 6 hours. 5-Chloro-4-fluoro-2-nitroaniline dissolved in DMF with
1-phenylpiperazine and anhydrous K,COs, then heated at 60 °C for 6 hours. 2,4-Dichloro-1-
nitrobenzene was dissolved in DMF, then (4-chlorophenyl)methanamine and anhydrous K,COs were
added and the mixture was heated at 80 °C for 6 hours. 1-chloro-2-nitrobenzene was reacted with
propylamine and anhydrous K,COs at 80 °C for 3 hours. All the intermediate products above were
obtained after addition of cold water, filtered, dried, and crystallized by ethanol. The nitro group in the
above intermediates was reduced in the medium with SnCIl,/HCI and stirred at room temperature for
30 minutes. The reduced compounds were used in reaction with sodium metabisulfite salts of the
respective substituted benzaldehydes in DMF at 135 °C for 12 hours. The target compounds H1-H26
were purified by column chromatography. Compound 4-(6-chloro-5-fluoro-1H-benzo[d]imidazol-2-
yhbenzonitrile was reacted with hydroxylammonium chloride NH>OH.HCl and potassium tert-
butoxide KO.t-But to obtain compound H27. The chemical structures of the final compounds H1-H27
were deduced using various spectral tools (MS, *H NMR and *C NMR). The synthesized compounds
were tested for its anti-inflammatory activity using Human Red Blood Cell Membrane Stabilisation
Capacity and tested for antioxidant activity using ABTS and DPPH. The docking study was done
against COX-1, COX-2 and cytochrome oxidase enzymes using Cresset Flare software and the
corresponding scores were recorded. Complementary pharmacokinetics properties and their drug
likeness was predicted using SwisSADMET online server.

The highest activity in stabilisation capacity of human red blood cell membranes was found in H11
and H22 with 79.35% and 78.42% stabilisation capacity, respectively. The DPPH free radical
scavenging effects of the newly synthesised molecules showed the highest inhibition in compound H27
(48.04%). This activity was followed by H22 with 35.32% inhibition. The scavenging effects of the
newly synthesised molecules on ABTS free radical showed the highest inhibition of H27 with 31.89%,
93.02% and 94.40% at 0.01 mM, 0.1 mM and 1 mM concentrations, respectively. This activity was
followed by H22 with 28.22% at 0.1 mM and 84.93% for 1 mM. The molecule with the highest total
antioxidant capacity was found to be H27 with 48.33+1.47 mg AAE per gram sample. The docking
study of compound H11, which exhibited the highest anti-inflammatory activity among the synthesised
compounds, showed a lower energy score (-10.01 kcal/mol) indicative of a more stable binding
interaction when bound to the COX enzyme. Furthermore, compound H27 shows high antioxidant
activity and high stability binding with a low energy score (-8.02 kcal/mol) when docked with
cytochrome oxidase.

Keywords: anti-inflammatory activity, antioxidant activity, benzimidazole, synthesis.
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ONSOZ

Molekiiler yerlestirme, ila¢ kesfinde yaygin olarak kullanilan PC yap1 tabanli bir yontemdir. Docking,
diger hedef modiilatorlerin kimyasal yapisini 6nceden bilmeden, terapdtik acidan ilgi gekici yeni
bilesiklerin tanimlanmasini, ligand-hedef etkilesimlerinin molekiiler diizeyde tahmin edilmesini veya

yapi-aktivite iligkilerinin tanimlanmasini saglamaktadir.

Bu tezi tamamlamak, akademik yolculugumda 6nemli bir kilometre tasini temsil etmektedir ve bu
siiregte bana destek olan ve cesaret veren bir¢ok kisi ve kurum bulunmaktadir, onlara derin bir

minnettarlik duyarim.

[lk olarak, bu arastirma siirecindeki rehberligi, uzmanligi ve kararli destegi ile basta danismanim sevgili
hocam Sayim Prof. Dr. Canan KUS olmak iizere tiim kalbimle tesekkiir ederim. Onun degerli geri

bildirimleri ve 6zverisi ger¢ekten bu ¢alismay1 zenginlestirdi.

Ozel tesekkiirlerimi, Merkez Laboratuvari'ndaki Sayin Prof. Dr. Hakan GOKER'e sunmak istiyorum.
Onun uzmanhg ve igbirligi, bu arastirma projesinin basarisinda vazgecilmezdi. Mentorliigii ve

sagladig bakis agilari, calismamin derinligine ve kalitesine dnemli katkilarda bulundu.

Bu tezde sunulan arastirmayi yapabilmemde saglanan destek icin Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projelerin'e derin bir tesekkiir bor¢luyum. Akademik mitkemmellige yaptiklar yatirim, bu

caligsmanin sekillenmesinde kritik bir rol oynamustir.

Bu tezin tamamlanmasinda biiyiik destek olan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik
Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyelerine, bilgi ve deneyimlerde her zaman yardimei olduklart igin
tesekkiir etmek isterim. Ayrica, ¢alismalarim sirasinda yardimlarini hi¢ esirgemeyen arastirma

asistanlari, yiliksek lisans ve doktora 6grencilerine de minnettarim.

Bu tezde biyolojik aktivite calismalarmin yapilmasinda katkilar1 olan Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Toksikoloji Anabilim Dali'ndan Prof.Dr. Tiilay COBAN ve Do¢.Dr. Sezen YILMAZ
SARIALTIN'a igtenlikle tesekkiir ederim.

Aileme, siirekli tegvikleri ve yeteneklerime olan inanglari i¢in minnettarim. Onlarin sevgisi, sabr1 ve

anlayisi, akademik hedeflerime kararlilikla ilerlememi saglayan gii¢ kaynagim oldu.

Esim Hassan'a, c¢aligmalarima odaklanmami: miimkiin kilan kararli destegi ve anlayisi igin

minnettarim. Onun tegviki ve benim hedeflerimdeki inanci, siirekli bir motivasyon kaynagi olmustur.

Son olarak, ama en 6nemlisi, cocugum Mohammed'e tesekkiir ederim. Merakin, nesenin ve varliginin

hayatima getirdigi mutluluk ve denge, azmin 6énemini ve dgrenmenin giizelligini hatirlatmistir.

Bu tez, beni en yakinlarimdan ve potansiyelime inanan kurumlardan aldigim toplu destek ve tesviklerin

bir kanitidir. Bu ¢aligmayi, derin bir minnettarlikla onlara adiyorum.



SIMGELER VE KISALTMALAR

AAE Askorbik Asit Esdegeri

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
ADP Adenozin Difosfat

ATP Adenozin-5-Trifosfat

BHT Biitil Hidroksi Toluen

COX Siklooksijenaz

CUPRAC Kuprik Iyon Indirgeyici Antioksidan Kapasite
DH Dendritik Hiicre
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1. GiRiS
1.1. Enflamasyon

[ltihaplanma olarak bilinen enflamasyon, bagisiklik sisteminin viicudu gesitli hastalik veya
yaralanmalara kars1 korumak amactyla olusturdugu bir tepkidir. Viicuttaki birgok iyilesme
stirecinin temelinde, enflamasyon olusumu yer alir. Enflamasyon, iyilesme siirecini
hazirlamak icin zararli maddeyi lokalize, nétralize ve/veya yok etmek i¢in ¢alisan spesifik
olmayan bagisiklik sisteminin koruyucu bir reaksiyonudur. Bir dokunun vaskiiler ve
destekleyici bilesenlerinin, proteinden zengin eksiida (kilcal damar etrafindaki hiicrelerin
enflamasyon nedeni ile sizdirdig1 sivi) olusturan yaralanmaya verdigi lokal bir yanittir.
Enflamasyon esas olarak, kizariklik, ates, agri, tiimdr ve islev kaybi gibi birincil semptomlarla
taninir. Kimyasal, fiziksel, immiinolojik veya patojenik organizma enfeksiyonlariin hepsi
iltihaplanmaya neden olabilir. Nedeni ne olursa olsun, enflamasyon muhtemel homeostazin
yeniden tesis edilmesine yonelik adaptif bir reaksiyon olarak ortaya ¢ikmaktadir. (Price ve
Lorraine, 1986)

Enflamatuar yanitin birincil hedefi, rahatsiz edici etken veya maddenin etrafindaki dokuyu
bulmak, ortadan kaldirmak ve iyilestirmektir. Inflamasyonun asagidaki gibi dért asamasi

vardir: (James, 2004)

» Zararli etkenlerin ortadan kaldirilmasi ve yok edilmesi
» Zararli etkenlerin kontrol altina alinmasi

» Bagisiklik tepkisinin uyarilmasi ve giiglendirilmesi

> lyilesmenin tesvik edilmesi.

Enflamasyon akut ya da kronik olabilir.

1.1.1. Akut Enflamasyon

Akut enflamasyon, enfeksiyona veya doku hasarina karsi hizla gelisen bir reaksiyondur. Bu
esnada, kan bilesenlerinin enfeksiyon veya hasar bolgesine ve ddemli dokuya, koordineli
olarak iletilmesi de s6z konusudur. (Graeme ve Guido, 1977) Makrofajlar ve mast hiicreleri,
enflamasyonun ilk tanimlamasinda rol oynar ve lokalize enflamatuar eksiidaya neden olan
cesitli enflamatuar aracilarin olusumunu tetiklerler. (Pober ve Sessa, 2007) Nétrofiller aktive
olduklarinda, graniillerinden toksik bir madde salgilayarak istilac1 davetsiz misafirleri ortadan

kaldirmaya calisirlar. Enfeksiyoz etkenlerin ortadan kaldirilmasi, basarili bir akut enflamatuar



yanitin sonucudur ve bunu normal dokunun olusturularak eski haline getirilmesi veya bir bag
doku skarmin olugsmasi gibi onarim asamasi takip eder. (Serhan ve Savill, 2005) Akut
enflamasyon birka¢ haftadan daha uzun siire devam ederse kronik enflamasyon olarak kabul
edilir. (James, 2004)

1.1.2. Kronik Enflamasyon

Kronik enflamasyon yavas ve uzun siirelidir; haftalar, aylar ve hatta yillar boyunca devam
edebilir. Kronik enflamasyonun derecesi ve semptomlari, yaralanmanin kaynagina ve
viicudun iyilesme ve toparlanma giiciine gore degisir. Kronik enflamasyonun nedenleri
arasinda; viicudun akut enflamasyona neden olan maddelerden kurtulamamasi, az miktarda
tahris edici veya yabancit maddeye maruz kalmasi veya bagisiklik sisteminin normal viicut
pargalarini yabanci antijenler olarak yorumlamasi (romatoid artrit vb. otoimmiin bozukluklar)
yer almaktadir. (Furman vd., 2019) Kronik enflamasyonda rol oynayan kilit hiicreler; plazma
hiicreleri, lenfositler ve makrofajlardir. Bu hiicreler doku bolgelerini istila eder ve graniillom
ve fibrozis dahil olmak iizere doku hasarini ve ikincil iyilesme siireclerini destekleyen
enflamatuar sitokinleri, bilytime faktorleri ve enzimleri salgilar. (Fujiwara ve Kobayashi,
2005)

Dolasimdaki 16kositlerin kemotaksisini ve diapedezini tesvik eden sitokinler nedeniyle,
selektinler ve integrinler yaralanma bolgesindeki endotel hiicreleri tarafindan salinir.
Notrofiller, antijenleri ya graniiller ya da fagositoz yoluyla yok eder. Bir sonraki savunma
yolagi, T ve B hiicrelerini de iceren lenfositlerden olusur. Sitokinleri salgilayarak, lenfositleri
birlikte uyararak ve antikorlar ve immiinolojik kompleksler iireterek enflamasyona aracilik
etmede kritik bir rol oynarlar. Trombositler, trombosit agregasyonu, trombiis olusturma ve
bazi mediatorleri serbest birakma yoluyla enflamasyona potansiyel olarak katkida bulunabilir.
Romatoid artrit, tiiberkiiloz, ateroskleroz ve kronik akciger hastaliklari, kronik enflamasyonla
karakterize, en yaygin ve sakat birakici hastaliklar arasindadir. (Lawrence ve Gilroy, 2007;
Majno ve Joris, 2004)

1.1.3. Enflamatuar Yolak

Enflamatuar yolak, indiikleyiciler, sensorler, aracilar ve efektorlerden olusur ve her bir bilesen
enflamatuar yanitin tiiriinii belirler. indiikleyiciler, enflamatuar yanit1 tetikleyen sinyallerdir.
Ozel sensorleri aktive ederek spesifik aracilarin iiretimini uyarirlar. Aracilar da doku ve

organlarin (enflamasyonun efektorleri) fonksiyonel durumlarini degistirerek spesifik



enflamasyon indiikleyicisi tarafindan belirtilen kosullara uyum saglamalarina olanak tanir.

(Medzhitov, 2008)
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tissue-resident
sentinel cells

" Macrophage Dendriccell  Mast cell i
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vascular
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Cytokines, growth factors

S e ) Fibroblasts
\f\/w»
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Sekil 1.1. Bir enflamatuar reaksiyonda olaylarin sirasi. ( Kumar vd., 2017)

1.1.3.1. inflamasyon Indiikleyicileri ve Sensorleri

Inflamasyon indiikleyicileri sunlar1 igerebilir:

e Ekzojen indiikleyiciler.

e Endojen indiikleyiciler.

» Ekzojen enflamasyon indiikleyicileri

Ekzojen indiikleyiciler iki kategoriye ayrilir: mikrobiyal ve mikrobiyal olmayan.

a. Mikrobiyal indiikleyiciler; asagidakileri igerir



e Patojenle iligkili molekiiler kaliplar; patojenik veya kommensal (kommiin, ortak)
olmalarina bakilmaksizin belirli bir siniftaki tiim mikroorganizmalar tarafindan
paylasilan simirli ve iyi tanimlanmig bir dizi korunmus molekiiler kaliplardir.
(Medzhitov ve Janeway, 1997)

e Viriilans faktorleri; patojenlerle sinirlidir. (Mariathasan vd., 2006)

b. Mikrobik olmayan indiikleyiciler; tahris edici maddeleri, alerjenleri, toksik bilesikleri ve
silika ve asbest gibi yabanci maddeleri igerir. (Herold ve Mrowka, 2019) Biiyiik yabanci
cisimler ya sindirilmeyen parcaciklardir ya da makrofajlarda fagozomal membran hasarma
neden olurlar, bu da fagositik bir kabin olustugu ancak bir fagozom olusturacak sekilde
kapanamadig1 ve makrofajin bunun yerine viicut g¢evresinde bir graniilom olusturdugu
engellenmis fagositozla sonuglanir. Bir makrofaj yabanci cisimlerle karsilastiginda, NALP3

enflamazomu (bir sensor) aktive olur. (Dostert vd., 2008; Rizki ve Rizki, 1992)
» Endojen enflamasyon indiikleyicileri

Endojen enflamatuar indiikleyiciler, stresli, hasarli veya baska sekilde islevsizlesen dokular

tarafindan tretilen sinyallerdir. (Medzhitov, 2008)
1.1.3.2. Enflamasyon Aracilar1 ve Efektorleri

Inflamatuar indiikleyiciler, yerel dokularda bulunan hiicreler tarafindan salgilanabilen veya
plazma proteinlerinden tiiretilebilen ve ¢ok sayida doku ve organin islevselligini degistiren
cok cesitli enflamatuar mediatdrlerin tiretimini uyarir. Bu iltihap aracilarinin birgogu damar
sistemi ve 16kosit toplanmasi tizerinde benzer etkilere sahiptir. (Kumar vd., 2017)

Enflamasyon aracilari, enflamatuar reaksiyonlarini baslatan ve diizenleyen maddelerdir.
Inflamatuar aracilar, biyokimyasal 6zelliklerine gére yedi grupta siiflandirilir: (Kumar vd.,

2017; Majno ve Joris, 2004)
1. Vazoaktif aminler: histamin ve serotonin

Histamin esas olarak mast hiicrelerinden, ayn1 zamanda bazofillerden ve trombositlerden
salinir, vazodilatasyona, vaskiiler gegirgenligin artmasina ve diiz kaslarin kasilmasina neden
olur. Serotonin trombositlerden, noéroendokrin hiicrelerden ve kemirgenlerin mast
hiicrelerinden salgilanan vazoaktif bir mediyatordiir. Anafilaktik sok sirasinda, vazoaktif

aminlerin ani etkileri vaskiiler ve solunumsal kollaps ile sonuglanabilir. (Kumar vd., 2017)



2. Tamamlayici sistem (anafilatoksinler)

Bunlar, hem dogal hem de kazanilmis bagisiklikta rol oynayan 20'den fazla ¢6ziiniir protein
ve bunlarin membran reseptdrlerinden olusan bir gruptur. Monosit ve graniilosit toplanmasini
tesvik ederler ve aktive edildiklerinde mast hiicresini degraniile ederek kemotaksis, artmis

vaskiiler gecirgenlik ve opsonizasyona neden olurlar. (Kumar vd., 2017)
3. Lipid aracilar (eikosanoidler ve trombosit aktive edici faktorler)

Siklooksijenaz (COX1 ve COX2) enzimleri tarafindan {iretilen prostaglandinler ve
tromboksanlar1 igeren eikosanoidler veya lipoksijenazlar (LOX) tarafindan iiretilen
l6kotrienler ve lipoksinler 2. Trombosit aktive edici faktorler, lizofosfatidik asit
asetillendiginde tretilir. Bu faktorler 16kosit alimi, vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon,
vaskiiler gegirgenligin artmasi ve trombosit aktivasyonu gibi ¢esitli siiregleri uyarir. (Kumar

vd., 2017; Majno ve Joris, 2004)
4, Sitokinler

Tiimér nekroz faktdrii-o. (TNF-a), Interldkin-1 ve Interldkin-6 gibi sitokinler, cogunlukla
makrofajlar, lenfositler ve dendritik hiicreler tarafindan salgilanan proteinlerdir. Enflamasyon
sirasinda akut faz yanitin1 baglatmanin yani sira, endotelin, l6kositler ve fibroblastlar dahil

olmak tizere ¢esitli hiicrelerin aktivasyonuna katkida bulunurlar. (Kumar vd., 2017)
5. Kemokinler

Yaklasik 40 farkli kemokin ve 20 farkli kemokin reseptorii bulunmustur ve bunlar akut
enflamasyon sirasinda l6kositler i¢cin kemoatraktan olarak ¢alisirlar. Ayrica, stromal hiicreler
tarafindan salinan homeostatik kemokinler, bazi organlarda doku mimarisinin korunmasina

yardimei olur. (Kumar vd., 2017)
6. Diger enflamatuar aracilar

Farkli koagiilasyon iiriinleri ve proteaz enzimleri enflamasyonda farkli islevler goriir. Bu
proteazlar konak savunmasi, doku yeniden sekillenmesi ve 16kosit gocii gibi gesitli siirecler
i¢in ¢ok dnemlidir. Vazoaktif bir peptid olan Substance P, duyusal néronlar tarafindan salinir
ve mast hiicresi degraniilasyonunu tetikleyebilir. Kininler, fibrinopeptid A, fibrinopeptid B ve
fibrin yikim iiriinleri de dahil olmak iizere bazi vazoaktif peptidler, inert 6nciillerin proteolitik

parcalanmasi ile dretilir. Hageman faktorii tarafindan tetiklenen kallikrein-kinin kaskadinin



ana Uriinii olan bradikinin, damar sistemini etkiler ve gii¢lii bir agr1 uyarici etkiye sahiptir.
(Kumar vd., 2017)

1.1.4. Eikosanoidler

Eikosanoidler, hiicreler mekanik hasar, belirli sitokinler, biiylime faktorleri ve trombositlerde
kolajen ve adenozin difosfat (ADP), endotelde bradikinin ve trombin gibi diger uyaranlarla
uyarildiginda sentezlenir. Fosfolipaz A, (PLA2) enzimi tarafindan arasidonik asit ve
lizofosfatidik asit tireten fosfatidilkolin gibi membran fosfolipidlerinden sentezlenirler.
Eikosanoidler aragidonik asitten asagidaki yollarla tiretilir; (Smith, 1989)

1. Prostanoidler (prostaglandinler ve tromboksanlar) iireten siklooksijenazlar (COX1 ve

COX2).
2. Lokotrienler ve lipoksinler iireten lipoksijenazlar (LOX).
3. P-450 epoksijenaz yolu, hidroksieikosatetraenoik asitleri (HETE'ler) ve epoksitleri

uretir.

Eikosanoidler, sitokin iiretimi, antikor olusturma, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi, go¢ ve antijen
sunumu dahil olmak iizere ¢esitli dnemli bagisiklik siireclerini kontrol eder. Oncelikle doku
makrofajlari, sentinel dendritik hiicreler (DH'ler) ve ndtrofiller gibi dogustan gelen bagisiklik
sistemi hiicreleri tarafindan tiretilirler. Bu eikosanoidler hedef hiicreler iizerinde lokal olarak
nanomolar miktarlarda etki gésterir ve komsu hiicrelerin isleyisini otokrin ve parakrin bir
sekilde etkiler. Eikosanoidler ve reseptorleri, sitokinler ve kemokinler de dahil olmak iizere
diger sinyal molekiilleriyle isbirligi yapar ve hem homeostatik hem de enflamatuar kosullarda

fizyolojik siireglerin degistirilmesinde kritik bir rol oynar. (Harizi vd., 2008)
1.1.4.1. Siklooksijenaz Yollar

COX enzimleri ayrica prostaglandin endoperoksit sentaz olarak da adlandirilir. COX yolu
PGG; ve PGH.'yi yapar ve bunlar daha sonra prostaglandinlere (PG'ler) ve tromboksanlara
(TX'ler) doniisiir.
COX enziminin {i¢ izoformu vardir:
e COX-1: yapisal olarak firetilir ve drnegin gastrik mukozada yapisal olarak ifade
edilen bir gen tarafindan kodlanir.
e COX-2:yiiksek oranda indiiklenebilir ve 6rnegin, inflamasyon ve kanser bolgelerinde

bir erken yanit geni tarafindan kodlanir. (Turini ve Dubois, 2002)



e (COX-3: COX-1 ile ayn1 gen tarafindan iiretilir, omurilik ve serebral kortekste ifade
edilir ve monositlerde, endotel hiicrelerinde ve kalpte bulunur. Agr1 algisinda rol

oynayabilir. (Kam ve So, 2009)
I. Prostaglandinler (PG'ler)

PG'ler 5 karbonlu bir halkaya ve iki yan zincire sahip 20 karbonlu ¢oklu doymamis yag
asitleridir; enflamatuar reaksiyonlarm gelismesinde gok énemli bir rol oynar. iltihapli dokuda
tiretimleri 6nemli 6l¢ilide artar ve klasik akut iltihap semptomlarinin olusmasina yardimei olur.
In vivo iiretilen baslica biyoaktif PG'ler, prostaglandin E, (PGE,), prostasiklin (PGl.),
prostaglandin D, (PGD;) ve prostaglandin Fy,'dir (PGF2q). Her iki COX izoformu, PGE;,
PGl,, PGD,, PGF2, ve TXA; iireten birka¢ farkli izomeraz ve sentaz enzimi igin ortak bir

substrat gorevi goren PGHy’yi tiretir. (Ricciotti ve Fitzgerald, 2011)

Sekiz farkli tipte prostanoid reseptorii vardir: PGD reseptorii (DP), PGF reseptorii (FP), PGI
reseptorii (IP), TxA reseptorii (TP) ve PGE reseptoriintin dort alt tipidir (EP1, EP2, EP3 ve
EP4). Her biri yedi transmembran alanina sahip G proteinine bagli rodopsin tipi bir

reseptordiir. (Narumiya ve FitzGerald, 2001)

PGE,, immiinolojik tepkilerin kontrolii, kan basinci, GIT (Gastro Instenstinal Tract) sagligi,
kemik olusumu ve kemik iyilesmesinin diizenlenmesi, viicut 1sis1, uyku-uyaniklik aktivitesi
ve fizyolojik kosullar altinda iireme fonksiyonu dahil olmak {izere ¢ok cesitli biyolojik
stireglerinde 6nemli bir role sahiptir. PGE>, sisme, kizariklik ve agri gibi birincil iltihap
belirtilerine neden olur. iltihapli dokuya artan kan akis1, arteriyel dilatasyonun PGE; aracili
olarak artmasi ve mikrovaskiiler gecirgenligin artmasi nedeniyle kizariklik ve &dem
olusturmaktadir. PGE,, beyin ve omurilikteki cekirdek bolgeleri ve periferik duyusal
noronlar etkileyerek agriya neden olur. (Legler vd., 2010) Bununla birlikte, PGE; ayni
zamanda anti-enflamatuar 6zelliklere de sahiptir. Bradikinin ile indiiklenen néroproteksiyona
aracilik eder ve LPS ve ATP ile indiiklenen sitokin sentezini bloke eder. Mikroglial EP; ve
EPs reseptorleri, PGE2'nin anti-enflamatuar ve noroprotektif etkiler gosterdigi
mekanizmalarda rol oynar. Son raporlara gére, PGE, oncelikle sitokin ve PG iiretimini

kisitlamak i¢in EP.'yi aktive eder. (Brenneis vd., 2011; Noda vd., 2007)

PGl,, kardiyovaskiiler homeostazi kontrol eden, en 6nemli prostanoidlerden biridir. PGI, 'nin
birincil kaynagi, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH'ler) ve endotelyal progenitor hiicreleri
igeren vaskiiler hiicrelerdir. PGI; tiretildikten sonra, dolagimdaki trombositler ve VDKH'ler

ile etkilesime girmek lizere salinir. Giiglii bir vazodilator olmasinin yani sira, PGI, trombosit



agregasyonunu, 1okosit adezyonunu ve VDKH proliferasyonunu inhibe eder. (Dorris ve
Peebles, 2012; Kawabe vd., 2010) PGI,, akut enflamasyonu karakterize eden agr1 ve 6demli
ortamda 6nemli bir rol oynar. Doku hasari veya enflamasyondan sonra hizla olusur ve

enflamayonlu ortamlarda bol miktarda bulunur. (Higgs vd., 1978; Sugita vd., 2016)

PGD;’nin aktivitesine, esas olarak DP (DP1) ve CRTH, (DP.) reseptorleri aracilik eder. PGD;
periferik ve merkezi sinir sistemi dokularinda iiretilir. Enflamatuar ve homeostatik islevlerde
rolii oldugu bildirilmektedir. PGD; beyinde koku alma fonksiyonu, uyku, viicut 1sis1, hormon
salmimi ve agri algist dahil olmak iizere ¢esitli MSS aktivitelerini kontrol eder. (Joo ve
Sadikot, 2012) PGD; ayrica trombosit ayrigsmasina, vazodilatasyona ve bronkokonstriksiyona
neden olur. (Mohri vd., 2006) Alerjik reaksiyonun hem erken hem de ge¢ evrelerinde PGD>
bir araci olarak ¢ok 6nemli bir rol oynar. Eozinofilik akciger enflamasyonunu ve 16kotrien Cs
(LTCy) dahil sitokinlerin salinimini artirir. IgE'nin aracilik ettigi tip I akut alerjik reaksiyonlart
baglatan birincil prostanoid olan PGD;, mast hiicresi aktivasyonu ile iiretilir. Brong
epitelindeki DP; reseptoriiniin, enflamatuar lenfositler ile eozinofilleri igeren ve astimla
iligkili hava yolu enflamasyonu ile hiperreaktiviteyi tesvik eden kemokinler ve sitokinleri

olusturdugu diistiniilmektedir. (Kupczyk ve Kuna, 2017)

Bununla birlikte, diger durumlarda PGD>, enflamasyonu azaltma islevi gorebilir. DP;
reseptorii, yabanci antijenlere karst adaptif bir bagisiklik tepkisinin indiiklenmesi i¢in ¢ok
onemli olan dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilir. DP; reseptorii, dendritik hiicrelerin
akcigerden lenf diigimlerine gogiinii engelleyen ve antijene ozgii T hiicrelerinin
proliferasyonunu ve sitokin tiretimini azaltan PGD; tarafindan aktive edilir. (Hammad vd.,

2003)

PGF.,, PGF sentaz tarafindan PGH> 'den iiretilir ve FP reseptoriine etki ederek kadin tireme
sisteminde islev goriir. Dogum, ovulasyon, luteoliz ve uterus diiz kas kontraksiyonunun
baglamasi i¢in ¢ok dnemlidir. PGF», analoglari, daha 6nce insan lireme fonksiyonu, 0strus
senkronizasyonu ve evcillestirilmis hayvanlarda kiiretaj amaci ile ¢alistlmistir. (Li vd., 2021;
Mialot vd., 2003) Ayrica, FP agonistleri glokom tedavisinde goz i¢i basincini diistirmek igin
diinya ¢apinda siklikla kullanilmaktadir. (Stjernschantz, 2001) Son arastirmalar, PGF,, 'nin
arter kasilmasi, beyin hasari, agri, miyokardiyal disfonksiyon ve bobrek fonksiyonu igin ¢ok

onemli oldugunu ortaya koymustur. (Li vd., 2018; Mohan vd., 2018; Wolfram vd., 2005)



II. Tromboksan

Tromboksan A, yar1 omrii yaklasik 30 saniye olan instabil bir metabolittir. Tromboksan
sentaz tarafindan PGH> 'den olusturulur ve fizyolojik olarak inaktif TXB'ye nonenzimatik
olarak pargalanir. TXA; esas olarak trombosit COX-1'den olusur. Bununla birlikte, makrofaj
COX-2 gibi diger hiicre tipleri tarafindan da yapilabilir. Tromboksan, diiz kas kasilmasi1 ve
proliferasyonunun yani sira trombosit sekil degisikligi ve agregasyonunun giiclii bir
modiilatoriidiir. Yaralanma ve enflamasyon sirasinda aktive olur ve protrombotik ve
vazokonstriksiyon dzelliklerine sahiptir. Trombositlerin yani sira makrofajlar, ndtrofiller ve
endotel hiicreleri gibi diger hiicreler de tromboksan salgilar. Akut miyokardiyal iskemi,
bobrek hastaliklar1, bagisiklik yanmitinin modiilasyonu, enflamatuar akciger hastaligi ve
hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler durumlarin tiimii, artmis tromboksan sentezi ile
iligkilendirilmistir; bu nedenle, tromboksan reseptor antagonistleri bu durumlar i¢in terapotik

olarak kullanilabilirler. (Breyer vd., 2001; Huang vd., 2004)

II1. Lokotrienler

Gtglii enflamatuar aracilar olan 16kotrienler (LT'ler) 6ncelikle mast hiicreleri, makrofajlar ve
polimorfoniikleer I6kositler tarafindan iiretilir. Lipoksijenazlar, arasidonik asidi ¢esitli
hidroperoksiyeikosatetraenoik asitlere (HPETE'ler) ve HETE'lere doniistiirir. 5-HETE,
LTB4'Uin Onciisii olan l6kotrien LTA4'e, LTC4, LTD4 ve LTE4 dahil sisteinil-LT'lere
(CysLT'ler) ve lipoksinlere doniistiiriiliir.(Harizi vd., 2008)

LTAs hidroliz, glutatyon ile konjugasyon veya transseliller metabolizma yoluyla diger
mediatorleri olusturmak tizere donistiriliir. LT A4, 10kotrien A4 hidrolaz tarafindan hidrolize
edilerek, giiclii bir 16kosit adezyon aktivatorii ve ndtrofil kemoatraktani olan LTBs’e
dontistiiriliir. LTC,4 sentaz, LTA, "iin glutatyon ile konjugasyonunu katalize ederek hiicre dis1
metabolizmaya tabi tutulan LTC,'i tiretir ve LTD4 ile LTE4"i olusturur. Bu ii¢ 16kotrien toplu
halde, sisteinil 10kotrienleri olustururlar. Diiz kaslari, yavas ve kalict olarak kasilma
kapasiteleri nedeniyle bazen "anafilaksinin yavas tepki veren maddesi" olarak bilinir. (Peters-

Golden ve Brock, 2001)
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Sekil 1.2. AA metabolitlerinin iiretimi ve enflamasyondaki rolleri. (Kumar vd., 2017)

1.2. Non-Steroidal Antienflamatuvar Ilaclar (NSAii'ler)

NSAIll'ler, inflamatuvar kaskadin bir bilesenini inhibe eden steroidler disindaki zayif organik
asit maddelerdir. Yaygin olarak recete edilen ilaglarin en 6nemli grubu, artrit ve romatizma
gibi ¢esitli iltihaphi hastaliklarin tedavisinde ve yaygin agr1 ve sizilarin giderilmesinde ilk
secenek olarak siklikla kullanilmaktadirlar. (Garavito, 1996) Bu ilaglar anti-enflamatuar,
analjezik, antipiretik, antitrombotik ve antiendotoksik ozellikleri i¢in kullanilir. Ayrica,
kardiyomiyopati ile iligkili tromboembolizmi tedavi etmek icin diger tedavilerle birlikte de
kullanilirlar. (Moses ve Bertone, 2002)

NSAIli'ler etkilerini, inflamatuvar yolakda yer alan hiz sinirlayici siklooksijenaz (COX)
enzimini inhibe ederek, enflamasyon sirasinda arasidonik asitten prostaglandin ve

tromboksan biyosentezini kisitlayarak gosterirler. (Vane, 2014)

NSAIil'ler, COX enzimini inhibe etme sekillerine gére siniflandirilabilirler: (Moses ve
Bertone, 2002)
» Basit, yarismali, geri doniigiimlii enzim inhibitdrleri. 6. ibuprofen ve piroksikam.
» Zamana bagli, yarigsmali, geri doniisimli inhibitorler (yavas-siki baglanan
inhibitorler). 6rn. diklofenak ve selekoksib

» Zamana bagli, rekabet¢i, geri doniisiimsiiz inhibitor. 6rn. aspirin
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NSAIil'ler, COX-1 veya COX-2 i¢in segiciliklerine gore su sekilde kategorize edilebilirler;
Segici olmayan COX inhibitorleri ve segici COX-2 inhibitérleri. (Moses ve Bertone, 2002)

NSAIil'lerin advers etkisi, COX-1 inhibisyonu ile iliskili olup gastrointestinal ve renal
sistemlerle iligkilidir. Prostaglandinler, sindirim sisteminin kan akisini, sekresyonunu,
hareketliligini ve mukozal sitoproteksiyonunu kontrol eder. Bazal prostaglandin sentezinin
baskilanmasi, NSAII ile iliskili bobrek sorunlarinin nedenidir. Anjiyotensin, norepinefrin ve
vazopressin gibi vazokonstriktor sistemlerin etkisi sirasinda bobrek kan akiginin azalmasi,
prostaglandinleri serbest birakan bir geri besleme dongisiiyle sonuglanir. Sonugta da
vazodilatasyon, diizenli glomeriiler filtrasyon ve bobrek kan akigina geri doniise neden olur.

(Gunaydin ve Bilge, 2018; Moses ve Bertone, 2002)

NSAIll'lerin en yaygin yan etkileri; (Bjarnason vd., 2018; Wongrakpanich vd., 2018)

e QGastrointestinal sistem yan etkileri; dispepsi, gastroduodenal iilserler, GI kanama ve
perforasyonu igerir.

o Kardiyovaskiiler yan etkiler; 6dem, hipertansiyon, miyokard enfarktiisii, konjestif
kalp yetmezligi ve inmeyi igerir.

e Nefrotoksisite; sodyum retansiyonu, elektrolit dengesizligi, glomeriiler filtrasyon
hizinda azalma, akut interstisyel nefrit, nefrotik sendrom, renal papiller nekroz ve

kronik bobrek hastaligini igerir.

Ibuprofen, indometasin ve aspirin, COX-2'ye karsi COX-1'e kars1 olduklarindan 6nemli
olciide daha az etkilidirler. Mideye en ¢ok zarar veren NSAIl'ler aspirin, indometasin ve
piroksikam gibi en yiiksek potansiyele sahip COX-1 inhibitorleridir. (Vane ve Botting, 1998)
Karprofen, COX-2 i¢in sadece 1,75 kat daha se¢ici ve ketoprofen, COX-1 i¢in daha segici
olduklart bildirilmisdir. Meloksikamin COX-2 aktivitesinin, COX-1'e gore 12 kat daha etkili
oldugu bildirilmistir. (Moses ve Bertone, 2002)

Rofecoxib ve lumiracoxib gibi olduke¢a segici COX-2 inhibitdrleri, geleneksel NSAli'lere
kiyasla daha diisiik ciddi GIT yan etki insidansina sahiptir. Bu da, COX-2 segiciliginin,
kullanilan ilagin terapdtik plazma seviyelerinde COX-1'1 degil de COX-2'yi inhibe ettiginde,
gelismis GI giivenligine doniistiigiinii gosterdigi bildirilmisdir. COX-2 i¢in segici NSAll'lerin
kullanimina bagli kardiyovaskiiler riski isaret eden pekgok veri mevcuttur. (Day ve Graham,
2013)

Ilk segici COX-2 inhibitdrii olan selekoksib (Celebrex®) 1999 yilinda G.D. Searle ve Pfizer

tarafindan piyasaya siiriilmiis, bunu Merck tarafindan gelistirilen rofekoksib (Vioxx®)
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izlemistir. Ikinci nesil bir coxib olan valdecoxib, Kasim 2001'de FDA tarafindan osteoartrit

ve romatoid artrit tedavisi i¢in ruhsatlandirilmis ve 2005 yilina kadar oldukg¢a 6nemli bir coxib

tiirevi olarak kalmistir. Merck, Eyliil 2004'te rofekoksibi goniillii olarak piyasadan ¢cekmeye

karar vermigdir. 2005'te yaymlanan FDA danisma komitesi raporuna gore, koksibler

kardiyovaskiiler yan etki riskini artirmaktadirlar. (EI-Malah vd., 2022; Rao ve Knaus, 2008)

Ayrica, genel risk/yarar profilinin zayif olmasi nedeniyle komite, Pfizer'e valdekoksib

pazarlamasii goniillii olarak durdurmasim tavsiye etmistir. Sonug olarak FDA, ciddi yan

etkiler nedeniyle etorikoksib (Arcoxia) ve ikinci nesil bir koksib olan lumirakoksibi (Prexige)

de reddetmistir. Giinlimiizde, koksiblerin bulunabilirligi, receteleme kisitlamalar1 ve degisken

satis askiya almalarina gore iilkeden iilkeye degismektedir. (EI-Malah vd., 2022)
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Sekil 1.3. Bazt NSAli'lerin kimyasal yapilari.

1.3. Molekiiler Hedef Olarak COX Enzimleri

NSAIll'lar ve yeni secici COX-2 inhibitorleri, COX enzimlerinin ana hedefleridir. COX
enzimleri ¢ok dnemlidir ¢iinkii COX-1 i¢in tromboz ve COX-2 i¢in enflamasyon, agri, ates,
kanserler ve Alzheimer hastaligi dahil olmak tizere ¢esitli patolojilerde rol oynarlar. (De
Gaetano vd., 2003; Sil ve Ghosh, 2016; Thuresson vd., 2001; Zha vd., 2004) Her iki enzim
de aragidonatin iki O molekiilii varliginda PGG2'ye doniistiigii bir siklooksijenaz (bis-
oksijenaz) reaksiyonunu ve iki elektronun varliginda PGG2'nin PGH2'ye indirgendigi
peroksidaz reaksiyonunu katalize eder. NSAll'lar siklooksijenaza baglanmak i¢in dogrudan
aragidonik asitle rekabet eder ve siklooksijenaz aktivitesini inhibe eder, ancak peroksidazi

inhibe etmez. (Thuresson vd., 2001)

Yapisal analizlere gore COX aktif bolgesi, membran baglayici alandan globiiler alana uzanan
hidrofobik bir kanaldir. Arasidonik asit ile kompleks olusturmus COX enziminin kesin kristal
yapisi, 19 aktif bolge kalintisinin etkilesimini dngormekte oldugu bildirilmistir. (Malkowski
vd., 2000) COX'in, arasidonik asidi PGG2'ye doniistiirmesi i¢in yedi 6nemli kalint1 gereklidir;
siklooksijenaz katalizinin hiz sinirlayici adiminin baslatilmasi i¢in gerekli tirosil radikalini
saglayan Tyr385 kalintisi, arasidonatin 13-pro-S-hidrojeninin ¢ikarilmasi; Tyr-348 ve Gly-

533, hidrojen ¢ikarimi i¢in aragidonatin C13'liniin yonlendirilmesi agisindan ¢ok énemli olan
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arasidonik asit ile hidrofobik etkilesimlerde rol oynamasi; Arg-120 arasidonat karboksilat
anyonu ile elektrostatik olarak etkilesime giren kalintisi. Son olarak, Val-349, Trp-387 ve
Leu-534 kalintilari, arasidonatin miimkiin olan en iyi diizenlemede PGGg tiretmek i¢in nasil
yonlendirildigini kontrol ettigi bildirilmistir. (Kiefer vd., 2000; Smith vd., 2000; Thuresson
vd., 2001)

COX enziminin her iki izoformu olan, COX-1'in yaklagik 576 amino asit ve COX-2'nin 587
amino asit igermektedir. (Kiefer vd., 2000) Arg-120'in, guanidinyum grubunun arasidonik
asidin COX-1'e yiiksek afiniteli baglanmasi i¢in Onemli olmasi, ancak COX-2'ye
baglanmamasi gibi birka¢ istisna diginda benzer amino asit dizilerine ve Kkatalitik
mekanizmalara sahiptirler. (Thuresson vd., 2001) COX-2'nin yapisal kararliligt COX-1'den
daha azdir. (Fitzpatrick, 2004) COX-2'nin 509. pozisyonundaki bir valin kalintisi, COX-1'de
523 pozisyonundaki izoldsin kalintisina karsilik gelmektedir; bu nedenle, COX-2 daha biiytik
bir substrat baglama cebine sahiptir ve bu fark, segici COX-2 inhibitdrleri igin yapisal temel
gorevi goriir; bu nedenle, COX-1'deki daha biiylik izolosin, COX-2 segici inhibitdrlerinin
baglanmasini engellerken, COX-2'deki daha kiiciik valin, substrat baglama bolgesine erigsime
izin verir. (Kurumbail vd., 1996; Luong vd., 1996) Ek olarak, aspirinin COX-1 ve COX-2'yi
neden farkli derecelerde inhibe ettigini agiklar. Aspirin, COX-1'de serin 530'u asetile ederek
enzimin arasidonik asidi oksitleme yetenegini engelleyen geri doniisiimsiiz bir inhibitor
gorevi goriir. Buna karsin COX-2, arasidonik asidi PGG> yerine HETE'ye oksitlemeye devam
edebilir. (Mancini vd., 1994)

COX enziminin aktif bolge bosluk (ABB=ASC) girisi, ASC'nin derin ucunda bulunan COX-
2'nin hidrofobik "cebi" olan arginin (Arg)120, glutamik asit (Glu)524 ve tirozin (Tyr)355
amino asit kalitilari ile gevrilidir. izoldsin (Ile)523, izolosin (Ile)434, L-fenilalanin (Phe)503
ve histidin (His)513 amino asitlerine sahip olan COX-1 ile karsilastirildiginda, COX-2 valin
(Val)523, Val434, 16sin (Leu)503 ve Arg513 amino asitlerinden olugsan daha biiyiik bir
baglanma bosluguna sahip oldugu bildirilmisdir. Kritik COX-2 amino asitlerinin inhibitdriin
kimyasal yapisi ile nasil etkilesime girdigini analiz ederek etkili, segici ve giivenli COX-2

inhibitorlerinin gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi bildirilmisdir. (Ahmadi vd., 2022)
1.4. Oksijen Biyolojisi ve Tip

Oksijen, biyolojik sistemler {izerinde hem yararli hem de potansiyel olarak zararl etkilere
sahip oldugu icin genellikle Janus gazi olarak adlandirilir. Reaktivite, oksijenin yiiksek

enerjili elektron degisimlerine katilmasini saglayarak oksidatif fosforilasyon yoluyla biiyiik
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miktarlarda adenozin-5-trifosfat (ATP) tretimini kolaylastirir. Bu, karmasik ¢ok hiicreli
hayvanlarin evrimi i¢in ¢ok dnemlidir, ancak ayni zamanda lipid, protein veya DNA olsun
herhangi bir biyolojik molekiiliin saldirisina karsi savunmasiz hale getirir. Sonug¢ olarak,
viicudumuz siirekli olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) oksidatif saldiris1 altindadir.

(Burton ve Jauniaux, 2011)

Evrim boyunca oksijen, solunum i¢in terminal elektron alicist olarak segilmistir. Oksijendeki
iki eslesmemis elektron ayni yonde donerek onu biradikal yapar. Metabolizma sirasinda veya
iyonlastiric1 radyasyonla tretilen hidroksil radikalleri veya siiperoksit anyonu gibi diger
oksijen tiirevli serbest radikaller daha giiclii oksidanlardir. Oksijen tiirevi serbest radikaller
viicudun metabolizmasi ve enerji {iretimi sirasinda iretilir ve sinyal iletimi ve gen ifadesi
diizenlemesi, reseptor ve niikleer transkripsiyon faktori aktivasyonu, hiicre bilesenlerinde
oksidatif hasar, bagigiklik sistemi hiicresi antimikrobiyal ve sitotoksik eylemler, yaslanma ve
yasa bagli dejeneratif hastaliklarda rol oynarlar. Ote yandan hiicreler, oksidanlarin etkilerine
karg1 koymak i¢in antioksidan mekanizmalar1 muhafaza eder; bu antioksidanlar oksidanlari
oldukga spesifik bir sekilde (6rnegin siiperoksit dismutazlar yoluyla) veya daha az spesifik
bir sekilde (6rnegin C vitamini, E vitamini ve glutatyon gibi kiiciik molekiiller yoluyla)
uzaklastirabilir. (Han vd., 2008)

Mitokondriyal elektron tasima zincirindeki kompleks IV'iin sitokrom oksidaz (sitokrom c,
oksijen, oksidorediiktaz) tarafindan katalize edilen bir siirecte, soludugumuz oksijenin
%95'inden fazlasi uyumlu bir tetravalent indirgeme yoluyla suya indirgenir. Sitokrom oksidaz
zincirin terminal elektron alicisidir ve elektron taginiminmi siirdiirmek icin indirgeyici
esdegerlerinden vazgecmelidir: elektronlar zincir boyunca akmay1 durdurursa, protonmotor
kuvveti azalir ve ATP sentezi durur. Dolayisiyla, oksijenin tiim aerobik organizmalardaki
birincil gorevi bir elektron havuzu veya bosaltim alani olarak hareket etmektir. (Cadenas ve

Davies, 2000)
1.5. Serbest Radikaller (SR) ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksidasyon reaksiyonlari, mikrosaniyeler i¢inde zincirleme reaksiyonlan tetikleyebilen,
hastalik ve programlanmis apoptotik hiicre 6liimiiyle sonuglanan kararsiz bilesikler olan bir
dizi SR {iretir. Hiicreler iyilesebilir ya da apoptotik otofaji veya kontrolsiiz nekroza maruz
kalabilir. Serbest radikaller, gesitli ¢evresel degiskenler, ultraviyole radyasyon, yetersiz
beslenme veya hareketsiz bir yasam tarz1 gibi belirli bir uyarimla iiretilebilir. FR'ler lipidleri,

proteinleri, karbonhidratlari ve niikleik asitleri hedef alarak hiicrelerde hem hiicresel hem de
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hiicre alt1 hasara neden olabilir. Oksitlenmis proteinler proteozomdaki kaspaz enzim yolagini
tetikler, hiicre ici agregatlar olusturur ve onarim mekanizmalarin1 engelleyen ¢apraz baglar
nedeniyle esas olarak onarilamaz ve devam eden protein sentezi i¢cin amino asit geri
doniisiimiinii azaltir. Bununla birlikte, hidroksil gruplari iceren lutein ve fenollerin yani sira
a-tokoferol/tokotrienol, askorbat ve siiperoksit dismutaz, katalaz, GSH rediiktaz, GSH
peroksidaz ve CoQ10 gibi enzimler eslesmemis elektronlar1 kolayca absorbe edebilir.

(Armstrong ve Stratton, 2016)

'Reaktif oksijen tiirleri' terimi hem serbest radikalleri hem de radikal olmayan ara tirtinleri
ifade eder. Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren varliklardir ve
yiiksek reaktiviteleri eksik elektron kabuklarindan kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller
cesitli bilesenlerden iiretilebilir, ancak biyolojik sistemlerde en 6nemli olanlari oksijen ve
nitrojen icerenlerdir. Hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonlart ve hidrojen peroksit gibi
ROT'lar sitokrom P450'ler ve diger tipik biyolojik aktiviteler tarafindan tretilir. (Burton ve
Jauniaux, 2011)

Fizyolojik kosullar altinda, en yaygin oksijen serbest radikali stiperoksit anyonudur (O2™) ve
mitokondri birincil jeneratordiir. Solunum zincirinin elektron iletimi verimsizdir, bu da
elektronlarin 6zellikle kompleks I ve III'ten molekiiler oksijene sizmasiyla (O2™) olusmasina
neden olur. Zincirdeki elektron sayisi, diyabet gibi hiperoksi ve asir1 glikoz durumlarinda
artan Uretim hizini belirler. Paradoksal olarak, kompleks IV i¢in son elektron alicisi olarak
hareket edecek oksijen eksikligi elektronlarin birikmesine neden oldugunda, hipoksi sirasinda

da artar. (Burton ve Jauniaux, 2011)

Stres altinda, viicut artan ROT iireterek membran lipitlerine, hiicre zarlara ve niikleik
asitlere zarar verebilecek oksidatif strese neden olur. Bu mekanizma kanser, ateroskleroz ve
Alzheimer hastaligi da dahil olmak {izere gesitli yaslanma enfeksiyonlar1 ve hastaliklarinda
belgelenmistir. ROT baslangicta aerobik metabolizmanin potansiyel olarak zararli yan
tiriinleri olarak tanimlanmis olsa da, biyologlar bugiin ¢ok sayida hiicre i¢i sinyal kaskadinda
ikincil haberciler olarak kritik islevler yerine getirdiklerini kabul etmektedir. (Droge, 2002)

CYP'ler, ¢ok gesitli ksenobiyotikleri oksitleyen bir enzim siiper ailesidir. CYP1A1/2 aromatik
aminleri ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 nihai, mutajenik veya karsinojenik
metabolitlerine doniistiirebilir. Ayrica, EROD aktivitesini katalize eden CYP1A1/2 enzimi
ROT iiretebilir. (Bansal ve Silakari, 2012a) Lipid peroksidasyonu, peroksil, oksil ve hidroksil

radikalleri gibi serbest radikallerin lipidlerden elektronlar1 uzaklastirdigni ve sonraki
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reaksiyonlarda kullanilabilecek reaktif ara iiriinlerle sonuglanan bir reaksiyondur. (Sharma
vd., 2009)

Hem reaktif oksijen hem de azot tiirleri (ROT ve RNT) hiicre faaliyetlerinin redoks
kontroliinde rol oynar. Oksidatif stres, enflamatuar tepkiler, hiicre adezyon molekiilii uyarimi
ve kemoatraktan iiretimi ile ilgili sinyal kaskadinda 6nemli bir yukar1 akis bileseni ve
Parkinson, Alzheimer ve Huntington hastaliklar1 ve amiyotrofik lateral skleroz gibi yasa bagl
norodejeneratif bozukluklarda erken bir bilesen olarak giderek daha fazla kabul gérmektedir.
(Han vd., 2008)

Stiperoksit anyonu, ti¢lii durum molekiiler oksijenin (302) tek degerlikli indirgenmesiyle
tretilir. Bu aktivite, NADPH oksidazlar ve ksantin oksidaz gibi enzimlerin yani sira
mitokondriyal elektron tagima zincirinin yari-ubikinon molekiilii gibi redoks reaktif bilesikler
tarafindan katalize edilir. Siiperoksit, biyolojik dokularda enzim kullanilmadan radikal
olmayan hidrojen peroksit ve singlet oksijen tiirlerine doniistiiriilebilir. Demir veya bakir
iyonlar1 gibi indirgenmis ge¢is metallerinin varliginda, hidrojen peroksit oldukc¢a reaktif
hidroksil radikaline doniistiiriilebilir. Alternatif olarak, katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri hidrojen peroksiti suya doniistiirebilir. Glutatyon peroksidaz reaksiyonu glutatyonu
glutatyon disiilfite okside eder, bu da daha sonra NADPH tiiketen bir siirecte glutatyon
rediiktaz tarafindan tekrar glutatyona doniistiiriiliir. (Droge, 2002) Asirt siiperoksit iiretimi
nitrik oksit (NO) ile etkilesime girerek giiclii bir prooksidan olan peroksinitrit (ONOO)
olusumuna da neden olabilir. Yakindaki hiicrelere zarar verme potansiyeline sahiptir ¢linkii 5

mm'ye kadar yayilabilir. (Burton ve Jauniaux, 2011)

Cesitli hiicre tiplerinde nitrik oksit sentazlar tarafindan iiretilen bir serbest radikal olan nitrik
oksit (NO), noronal sinyalizasyon, vazodilatasyon ve enflamasyon dahil olmak {izere ¢ok
cesitli fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynar. Nitrik oksit ve sliperoksit anyonu arasindaki
radikal-radikal etkilesimi son derece dnemlidir. Bu, biyolojideki en hizli enzimatik olmayan

reaksiyonlardan biridir ve gii¢lii radikal olmayan oksidan peroksinitriti tiretir. (Han vd., 2008)

Reaktif hidroksil radikali, Fe?* metal baglayici bolgelerde hem igeren enzimlerle etkilesime
giren hidrojen peroksit tarafindan {iretilir. Proteinlere hidroksil radikali hasarmin kovalent
bagli protein agregatlariyla sonuglandigi ve agregasyon disiilfit kopriilerinden
kaynaklandiginda ¢apraz bagli protein yapiskanlarinin olustugu gosterilmistir. Bu reaktif
oksijen radikalleri, metal baglama bolgelerindeki amino asitleri degistirerek proteolitik
saldiryt miimkiin kilar. Lipid hidroperoksidasyonu (LHP) ve DNA iplik¢iklerinin

paralanmast SR hasarmin diger iki seklidir. Iyonlastiric1 radyasyon veya cevresel
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toksikolojik siiregler tarafindan {iretilen hidroksil (HO¢) ve hidrojen radikalleri en zararl

FR'lerdir. (Armstrong ve Stratton, 2016)

Coklu doymamis yag asitleri, ¢oklu C=C baglarina sahiptir. Bu yag asitleri plazma
membranina hareket kabiliyeti ve akiskanlik kazandirir; bu 6zelliklerin  hiicresel
membranlarin diizglin ¢aligmasi i¢in kritik oldugu bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu,
basglangi¢ adimi ve birbirini izleyen yayilma siiregleri sirasinda bir elektronun uzaklastirildigt
adim adim ilerleyen bir siirectir. Demir tuzlar1 ve diger demir kompleksleri oksijen tiirleriyle
reaksiyona girdiginde, siirecin baslamasia yardimci olan alkoksi veya peroksi radikalleri

uiretirler. (Armstrong ve Stratton, 2016)

Genel olarak, hiicreler iginde bulunan indirgeyici kosullar oksidatif hasar1 en aza indirmeye
yarar. Bu indirgeyici ortamda disiilfit baglar1 (S-S) kendiliginden olusmaz ¢linkii siilthidril
gruplart indirgenmis durumda (SH) tutularak proteinlerin yanlig katlanmasi veya toplanmast
onlenir. indirgeyici ortam, tiyol-disiilfid dengesinin korunmasinda rol oynayan metabolizma
ve enzimlerin yani sira tiyoredoksin, glutatyon, E ve C vitaminleri gibi maddeler ve siiperoksit
katalaz, dismutazlar ve selenyuma bagli glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin yani sira ROT
hidroperoksitleri gideren glutatyon ve tiyoredoksinden bagimsiz hidroperoksidazlar

tarafindan korunur. (Han vd., 2008)
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Sekil 1.4. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretim ve temizlenme yollari.

1.6. Oksidatif Stres

Geleneksel olarak tanimlandigi sekliyle oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengesizliktir. Asirt ROT/RAT, hiicresel antioksidan mekanizmalarin karst

koyamamasi nedeniyle oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres sirasinda iiretilen serbest
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radikallerin aynisi normal metabolizma sirasinda da olusur ve sonu¢ olarak hem insan
sagliginda hem de hastaliklarda rol oynarlar. (Han vd., 2008) "Oksidatif hasar" terimi, genis
bir biyomolekiil yelpazesinde rastgele, gelisigiizel hasar1 ifade etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Halliwell, 2007) Bir¢ok kronik hastalikta ¢esitli oksidatif hasar
biyobelirteclerinin  yiiksek seviyeleri ve bunlarin gelisimi igin risk faktdrleri
gozlemlendiginden, asir1 oksidatif stres cesitli klinik hastaliklarla iliskilendirilmistir.
Oksidatif stres kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, nérodejeneratif hastaliklar,
diyabet ve yaslanma dahil olmak iizere 100'den fazla hastalikla baglantilidir. (Kotha vd.,
2022)

Kronik agir alkol tiiketimi, sigara kullanimi, obezite ve uzun siireli hava kirliligine maruz
kalma oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir. Diyabet veya stres hiperglisemisi, kronik
ve akut enflamasyon, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kanser ve iskemi-reperfiizyon
sirasinda daha yiiksek oksidatif stres seviyelerinin kesfedilmesi, oksidatif stresin patojenetik
bir rol oynadigi kavramina destek vermektedir. Benzer sekilde, epidemiyolojik veriler
antioksidan tiikenmesi ile ¢ok sayida hastaligin ortaya ¢ikisindaki artis arasinda bir baglant
oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik, daha fazla meyve ve sebze tiiketimi antioksidan
aktivite lizerinde sinerjik bir etkiye sahiptir ve kanser ve kalp hastalig1 da dahil olmak {izere

kronik hastalik riskini azaltir. (Preiser, 2012)

ROT ve antioksidanlarin dengesi ¢cok 6nemlidir. Ozellikle, birkag antioksidanin (6rnegin, C
ve E vitaminleri), onlar1 notralize etmek i¢in yeterli serbest radikal olmadiginda gii¢lii bir pro-
oksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, herhangi bir zamanda antioksidan
icerigindeki fizyolojik bir fazlalik, ister takviye ister baska kosullardan kaynaklansin, klinik

sonuglari agirlagtirabilir. (Preiser, 2012)

Bununla birlikte, oksidatif stres belirli durumlarda faydali olabilir. Ornegin, oksidatif stres
dogum kanalin1 doguma hazirlamak i¢in apoptoza neden olur. Ayrica, uygun fiziksel egzersiz
ve iskemi sirasinda oksidatif stres hiicresel savunma mekanizmalarini giiclendirir. Bu
nedenle, oksidatif stresin daha pratik bir tanimi "oksidasyonun antioksidan sistemleri astig1,
¢linkii aralarindaki dengenin kayboldugu bir durum" olabilir. Oksidatif stres, yasam igin
gerekli olan temel hiicre zar siireglerini yoneten habercileri modiile eder. Hiicre i¢i redoks
durumunu degistirir, reseptor ve reseptor olmayan tirozin kinazlar, protein kinaz C ve MAP
kinaz kaskadi gibi protein kinazlar1 aktive eder ve bdylece aktivasyon, proliferasyon ve

farklilasma dahil olmak {izere gesitli hiicresel tepkileri indiikler. (Yoshikawa ve Naito, 2002)
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1.7. Antioksidan

Cesitli dogal ve sentetik maddelerin antioksidan aktivitesi, bir serbest radikal tiiriine tek bir
elektron (veya bir elektron ve bir H* bagisina esdeger H atomu) bagisini igeren bir redoks
gecisi ile karakterize edilir. (Ahmad, 2012)

Disease Protection
+FR / +AO0X
Homeostasis
-AOX
Disease

Sekil 1.5. Homeostaz, serbest radikal ve antioksidan seviyeleri arasindaki dengedir.

Antioksidanlar genel olarak cesitli sekillerde simiflandirilabilir: (Comert ve Gokmen,
2018; Fierascu vd., 2018; Mironczuk-Chodakowska vd., 2018)

1. Dogal ve sentetik

2. Polar ve polar olmayan

3. Enzimatik ve enzimatik olmayan
Enzimatik antioksidanlar arasinda sitiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
bulunur. Glutatyon ve lipoik asit gibi enzimatik olmayan endojen antioksidanlar viicut
metabolizmasinin yan iirlinleridir. Enzimatik antioksidanlar, reaktif siiperoksit ve hidrojen
peroksite kars1 ilk savunma hattidir ve bunlar1 su ve oksijene doniistiiriir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar, radikalleri ve oksidanlar1 hizla etkisiz hale getirerek ROT'a kars1 ikincil bir
savunma gorevi gorebilir. Enzimatik antioksidanlar da detoksifikasyon ve eliminasyon
stirecinde tiglincii bir savunma hatti olarak gorev yapar. (Mironczuk-Chodakowska vd., 2018)

4. Endojen ve eksojen
Endojen antioksidanlar biiyiik 6l¢lide siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimlerdir. In vivo aktiviteye sahip diyet antioksidanlar1 arasinda
vitaminler, polifenoller, karotenoidler, flavonoidler eksojen antioksidanlar olarak kabul
edilmigtir. (Mironczuk-Chodakowska vd., 2018)

5. Dahil olduklar1 mekanizmalara gore
Antioksidanlar etkinliklerini ti¢ farkl1 yolla gosterirler:

a. Onleyici mekanizmalar (serbest radikal ve tiirevlerinin olusumunun énlenmesi)
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b. Kesinti (radikal oksidasyon reaksiyonlarini keser)
c. Inaktivasyon (serbest radikal/radikal tiirevi reaksiyon iiriinlerini inaktive etme)

(Mironczuk-Chodakowska vd., 2018; Valko vd., 2007)
1.7.1. Antioksidan Testleri

Antioksidan etki, kimyasal yapilarina, 6zellikle elektronla hidrojen verme yeteneklerine,
metal selasyonuna ve aromatik yapi i¢indeki eslesmemis elektronun delokalizasyonuna gore
belirlendigi bildirilmisdir. Kotha vd., in vitro ve in vivo ¢aligmalar da dahil olmak {izere
antioksidan etkilerin her bir unsurunu degerlendirmek igin ¢ok sayida analitik yontemi

tanimlamakta ve tartismaktadirlar. (Kotha vd., 2022)
Antioksidan analizler asagidaki gibi bes mekanistik yolla kategorize edilebilir;
(i) Tek elektron transferi (SET) deneyleri

Bu testlerde, bilesiklerin potansiyelini belirlemek i¢in antioksidan ve substrat arasindaki tek
bir elektron transferi degerlendirilir. Bu kategori N,N-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir
(DMPD), kuprik iyon indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC), ferrik indirgeyici
antioksidan giic (FRAP), Folin-Ciocalteu (FC) ve Troloks Esiti Antioksidan Kapasite
(TEAC) yontemi/ABTS radikal katyon renk giderme deneyi gibi deneyleri igerir. (Apak vd.,
2008; Aryal vd., 2019; Mehdi ve Rizvi, 2013)

(if) Hidrojen atomu transferi (HAT) deneyleri

Bu analizlerde, bir hidrojen atomu antioksidandan substrata dogru hareket eder. Toplam
radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP) yontemi ve oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) yontemi gibi testleri igermektedir. (Dubost vd., 2007; Schlesier vd., 2002)

(iii) Elektron/hidrojen atomu transfer deneyleri

Iki asamali prosediirlerdir ve bu analizlerde hidrojen atomlarinin tasinmasim kolaylastirir. Bu

stireg TEAC ve DPPH siipiirme aktiviteleri gibi analizlerde gézlemlenir. (Aryal vd., 2019)

21



(iv) Metal selasyon deneyleri

Antioksidanlar, bu testlerde Fe(ll) ve Cu(Il) gibi gecis metalleri ile baglanir. Bu kategori

demir ve bakir iyonlar1 i¢in selatlama aktivitelerini icerir. (Kotha vd., 2022)
(v) Lipid oksidasyonu ve ROT/RAT siipiirme aktivitesi deneyleri

Bu testler antioksidanlarin lipid oksidasyonunu azaltma veya 6nleme ve ayn1 zamanda ROT
ve RAT'leri temizleme kabiliyetine dayanir. Bu kategori ferrik tiyosiyanat yontemi (FTC), S-
karoten linoleik asit yontemi/konjuge dien deneyi, tiyobarbitiirik asit yontemi (TBA),
hidroksil radikal 6nleme kapasitesi yontemi (HORAC), hidrojen peroksit (H202) onleme
deneyi, nitrik oksit 6nleme aktivitesi, siiperoksit radikal onleme aktivitesi (SRSA/SOD),
peroksinitril radikal 6nleme aktivitesi ve ksantin oksidaz yontemlerini igerir. (Aryal vd., 2019;

S. Sharma ve Vig, 2013; Sroka ve Cisowski, 2003)
(vi) Enzimatik antioksidan deneyleri

Enzimatik antioksidan testleri arasinda katalaz, y-glutamil transpeptidaz, plazmanin ferrik
indirgeme kapasitesi, glutatyon peroksidaz tahmini, glutatyon (indirgenmis) GSH tahmini,
glutatyon-S-transferaz, lipid peroksidasyon testi, Diisiik yogunluklu lipoprotein testi ve
stiperoksit dismutaz bulunur. (Glingér vd., 2011; Nelson vd., 2006; Rubio vd., 2016; Singhal
vd., 2015; Weydert ve Cullen, 2010)

22



1.8. Literatiir Taramasi
1.8.1. Benzimidazollerin Biyolojik Aktiviteleri

1H-benzimidazol ve 1,3-benzodiazol olarak da bilinen benzimidazol, bes iiyeli bir imidazol
halkasi ile kaynagmis bir benzen halkasindan olusan énemli bir heterosiklik farmakofordur.
Hoebrecker 1872 yilinda, 4-metil-2-nitroasetanilidi indirgeyerek ilk benzimidazolii (2,5 veya
2,6-dimetilbenzimidazol) sentezlemistir. Ladenburg ayni kimyasali birkag yil sonra 3,4-
diaminotolueni asetik asit ile refluks yontemi ile elde etmistir. Bir diger 6nemli bulgu ise
benzimidazol halkasinin N-1 hidrojen atomunun kolayca tautomerizeye ugramasi ve bunun

da elde edilen bilesiklerdeki izomerizasyondan sorumlu olmasidir. (Wright, 1951)
N N
o — b
N N

Sekil 1.6. Benzimidazoliin yapisi.

Hoebrecker'in Yontemi

HsC §
HsC NO;  sn/HCI HsC NH; -H,0 \CE )—CHs
—_— — T N

NHCOCH; NHCOCH;

Ladenburg'un Yontemi

HaC H
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NH, NHCOCH;
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H
N
,)—CHj
HsC N

Sekil 1.7. Benzimidazollerin sentezi i¢in kullanilan ilk semalar. (Wright, 1951)

Son yillarda, ¢esitli sentetik teknikler basariyla kullanilmaktadir. Sekil 1.8., benzimidazol
sentezi i¢in gesitli sentetik teknikleri gostermektedir. (Yadav ve Ganguly, 2015)
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Sekil 1.8. Benzimidazoller i¢in sentetik yontemler. (Yadav ve Ganguly, 2015)

Cok farkli, biyolojik fonksiyonlarla olan baglantisi nedeniyle benzimidazol, heterosiklik
kimyada "ayricalikli bir yap1" olarak kabul edilir. (Alageel, 2017) Benzimidazol ve tiirevleri,
ilag ve eczacilik alaninda 6nemli bir biyoaktif molekiil sinifidir. Antitimér (D. Kumar vd.,
2002; Rashedy ve Aboul-Enein, 2013), antidiyabetik, anti-enflamatuar (Bansal ve Silakari,
2012Db), antiviral (Salahuddin ve Mazumder, 2017), antikoagiilan (Bansal ve Silakari, 2012b),
antifungal (Salahuddin ve Mazumder, 2017; Sharma vd., 2004), antimikrobiyal (Bansal ve
Silakari, 2012; Salahuddin ve Mazumder, 2017; Sharma vd., 2004; S. Sharma vd., 2009b),
(Go'ker vd., 2002; Kus vd., 2003) antikonviilsan, antidepresan, antileishmanial,
antihipertansif (Kigiikbay, 2017; Walia vd., 2011), analjezik (Eswayah vd., 2017),
antiparazitik (Farahat vd., 2018), antihistaminik (Wang vd., 2012), antioksidan (Ates-Alag6z
vd., 2005; Ayhan-Kilcigil vd., 2007; Kus vd., 2008) ve antiiilser (Noor vd., 2017) gibi ¢ok
cesitli hastaliklara karsi ¢alismalar devam etmektedir. (Basha, 2023; Keri vd., 2015)

Benzimidazol tilirevlerinin yapisal optimizasyonu, antihelmintik olarak albendazol,
tiabendazol ve mebendazol, vazodilatator olarak pimobendan (kedi, kopeklerde), antiviral

olarak enviradin dahil olmak ilizere su anda piyasada bulunan bir dizi etkili ilag tiretmistir;
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proton pompast inhibitorii olarak omeprazol, pantoprazol ve lansoprazol; antifungal olarak
karbendazim; antihipertansif olarak candesartan cilexitil ve telmisartan ve antihistaminik
olarak astemizol. (Bansal ve Silakari, 2012) Tibbi kimyagerler, benzimidazol ile iliskili
ilaglarin biiylik terapdtik potansiyeli nedeniyle benzimidazol igeren, bir dizi yenilik¢i

kemoterapdtik ajan yaratma konusunda motive olduklari bildirilmistir. (Morais vd., 2017)
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Sekil 1.9. 1H-benzimidazol ve bazi benzimidazol igeren ilaglar. (Akhtar vd., 2017)

1.8.2. Benzimidazollerin Anti-Enflamatuar ve Analjezik Aktiviteleri

NSAIll'lerin gesitli formlar1 arasinda, imidazol ve alt1 {iyeli halkalarla kaynasmis imidazole
tiirevleri, analjezik ve anti-enflamatuar ilaglar olarak dnemli bir role sahiptirler. Benzimidazol
parcasinin, anti-enflamatuar ilaglar i¢in minimum yapisal gereklilikleri karsilamakta oldugu
bildirilmigdir. (El-Feky vd., 2015; Gaba vd., 2015) Benzimidazol pargasi igeren birgok

molekiiliin analjezik aktivitenin yan sira onemli anti-enflamatuar aktiviteye de sahip oldugu
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bildirilmistir. (Mohammed vd., 2013) Prostaglandinler olarak bilinen temel enflamatuar
aracilarin iiretiminde yer alan enzimler olan COX'lar1 inhibe etme yetenekleri nedeniyle,
benzimidazol bazli bilesikler anti-enflamatuar ve analjezik ilaglar olarak son derece yararli
olduklar1 agiklanmaktadir. (Akhtar vd., 2017) Benzimidazollerin anti-enflamatuar
aktivitesine Oncelikle; gecici reseptor, potansiyel vanilloid-1, bradikinin reseptorleri,
kannabinoid reseptorleri, 5-lipoksijenaz aktive edici protein, belirli sitokinler ve COX'lar ile
etkilesimlerin aracilik ettigi bildirilmektedir. (Veerasamy vd., 2021)

Gegici reseptdr potansiyeli
vanilloid-1 antagonistleri

[ Siklooksijenaz inhibitorleri ]

N
‘_ @[\> :>‘ Kannabinoid reseptor agonistleri ’

Bradikinin reseptor antagonistleri

5-Lipoksijenaz aktive edici
protein inhibitorleri

Antisitokinler

Sekil 1.10. Analjezik ve anti-enflamatuar aktiviteler igin etkili benzimidazollerin, klinik olarak
onaylanmus, etkilestigi hedefler.

1.8.3. Anti-inflamatuar Bilesikler Olarak Benzimidazol Tiirevlerinin Yapi-
Aktivite Tliskileri (SAR)

SAR analizlerine gore, benzimidazol ¢ekirdeginin N1, C2, C5 ve C6 pozisyonlarindaki
degisiklikler anti-enflamatuar etkinlik iizerinde 6nemli role sahip oldugu literatiirlerde
tanimlanmaktadir. Cesitli tiirevlerin, anti-enflamatuar etkileri, benzimidazoliin N1'indeki
farkli heterosiklik siibstitiisyonlarina baglanmaktadir. C5 veya C6'daki bir aril/heteroaril
stibstitiisyonu anti-enflamatuar aktiviteyi artirirken, C4 ve C7'nin nonsiibstitiie olmasi, anti-
enflamatuar aktiviteyi artirdigi bildirilmigdir. Bununla birlikte, C2'de bir amin grubunun
daima anti-enflamatuar aktiviteyi arttirirken, benzimidazol N1 konumundaki siibstitiie
gruplar ile arasinda bir metil veya etil kdpriisiiniin varliginin, anti-enflamatuar aktivite igin

gerekli oldugu bildirilmektedir. (Veerasamy vd., 2021)
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Polar baglayici Halkali grup
[ Stibstitlie edilmemis ] Aril veya heteroaril

.

Sibstitie olmayan veya Sibstitie ile
elektron gekme veya verme aril/heteroaril
gruplari tasiyan gruplar

Substittie aril/heteroaril,
alkil, hacimli lipofilik

Sibstitiie olmayan veya Sibstitiie ile
/heteroaril veya sikloalkanlar
veya polihidroksi seker igin
anti-enflamatuar aktivite

Sekil 1.11. Benzimidazol tiirevlerinin anti-enflamatuar aktivite igin, yapi-aktivite iligkileri. (Gaba vd.,
2014)

Paramashivappa ve arkadaglari, 2-[[2-alkoksi-6-pentadesil-fenil)metil]tiyo]-1H-
benzimidazolleri sentezlemis ve bunlarin COX-2 inhibitér etkinligini insanlarda test
etmislerdir. Fenil halkasinda metoksi grubu ve 5. pozisyonda siibstitiient icermeyen molekiil,
COX-2 inhibisyonu i¢in COX-1'e gore 384 kat secicilik ile onemli anti-enflamatuar aktivite
gosterdig bildirilmistir (COX-1 IC5=384 ugM; COX-2 ICsp=1 ugM). Fenil halkasinda serbest
fenolik fonksiyon ve benzimidazol halkasinda metoksi grubu iceren ikinci molekiil,
selekoksibin 375 kat ve rofekoksibin 200 kat seciciligi ile karsilastirilabilir 470 kat segicilik
gosterilmistir (COX-1 1C5=>500; COX-2 IC50=1,06 ugM). Calisma, benzimidazoliin "NH"
kisminin anti-enflamatuar etkideki roliinii daha da dogrulamistir. Bununla birlikte, C5
pozisyonunda -CHs veya -NO, ikamesi hafif inhibisyonla sonuglanirken, -OCHF; inhibisyona

yol agmamustir. (Paramashivappa vd., 2003)

Bukhari ve arkadaslari, 2-siibstitiiefenil benzimidazollerin, COX ve 5-lipoksijenaz enzimleri
iizerindeki inhibisyonlarini arastirmiglardir. R2, R3 ve R4 konumlar1 nonstibstitiie tiirevlerin
COX-1 ve COX-2 inhibisyonlarinin yani sira 5-lipoksijenaz inhibisyonu i¢in tercih edildigini,
ancak Rl'deki amin grubunun her ii¢ enzimin i¢inde inhibisyonu artirdig1 bildirilmistir.
R5'teki lipofilik bir grup COX-1 inhibisyonunu desteklerken, hidrofilik bir grup COX-2
inhibisyonunu ve metoksi ikamesi 5-lipoksijenaz inhibisyonunu desteklenmistir. R2 -CH3, R1
NH:, R3 ve R4 -H igeren bilesikler COX-1'i daha iyi inhibe etmistir. RS pozisyonunda nitril
grubuna sahip bir bagka molekiiliin ikili (COX-1 ve COX-2) inhibitor oldugu goésterilmistir.
R5'te 2-aminopiridin-4-il igeren molekiil 5-lipoksijenazi daha iyi inhibe edilmistir (Sekil
1.12.). (Bukhari vd., 2016)
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inhibisyonunu arttirir
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COX-2, 5.LOX LOX inhibisyonunu artirir
inhibisyonunu arttirir J
H,N__O
N
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H

[ Yuksek derecede glicli anti-enflamatuar ajan J

Sekil 1.12. Anti-enflamatuar aktiviteye sahip benzimidazol tiirevlerinin yap1 aktivite iligkisi (SAR).
(Bukhari vd., 2016)

Achar ve arkadaslari, Sekil 1.13."te gosterildigi gibi analjezik ve anti-enflamatuar 6zelliklere
dayanan bazi benzimidazol tiirevlerinin sentezini, taramasini ve SAR arastirmasini
sunulmustur. Standart ilag nimesulide (%100 50 mg/kg'de b.w) ile karsilastirildiginda, 7 ve 2
numarali bilesikler gii¢lii analjezik (%89 100 mg/kg'de b.w) ve anti-enflamatuar (%100 100
mg/kg'de b.w) aktivite gosterilmistir. (Achar vd., 2010)
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Sibstitlie edilmemis benzimidazoller
gulcll anti-enflamatuar aktivite

Brom ve nitrobenzimidazol
halkasindaki grup analjezik
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Anilin halkasindaki meta pozisyonuna kloro
grubunun eklenmesi analjezik ve anti-enflamatuar
aktiviteyi artirnir

R
48 H
49 pr

Cl

Sekil 1.13. Analjezik ve anti-enflamatuar olarak benzimidazol tiirevlerinin SAR'1. (Achar vd., 2010)

El-Nezhawy ve arkadaslari, yeni siibstitiie pirid-2-il ve N-polihidroksi sekere benzimidazol

tirevleri sentezlenmis ve anti-enflamatuar aktivitelerini test etmislerdir. Bilesik 12d ve 15d,

penge 6dem modelinde enflamasyonu 6nemli 6l¢iide azaltarak giiclii anti-enflamatuar tiirevler

olarak tanimlanmislardir. Bilesigin giicii, her iki bilesikteki pirid-2-il parcasinda elektron

verici metoksi gruplarinin varligina baglanmaktadir. 15d bilesigindeki N-benzimidazol

parcasina bagli ekstra polihidroksi sekerin varligi, Sekil 1.14'te gosterildigi gibi, 12d

bilesigine kiyasla anti-enflamatuar aktivite ile sonu¢lanmaktadir. (EI-Nezhawy vd., 2013)

Metil gibi siibstitiientler ve R1, R2,
R3'teki metoksi gruplari
aktiviteyi azaltin

Elektron verici metoksi gruplarinin eklenmesi
gucli anti-enflamatuar aktivite ile sonuglanir

iyi anti-Ulser etkisi olan bilesik

{Polihidroksi seker ile slbstitle edildigindeJ

Sekil 1.14. Siibstitiie pirid-2-il benzimidazol tiirevlerinin SAR". (EI-Nezhawy vd., 2013)

30



1.8.4. Anti-Enflamatuar Bilesikler Olarak Benzimidazol Tiirevleri

Moharana vd., 2022 yilinda, MBPHYD, MBNHYD ve MBHY DX molekiiller sentezlenmis
ve karragenan ile olusturulan penge 6demi testi kullanilarak anti-enflamatuar 6zellikleri test
edilmigtir. MBNHYD, test kimyasallar1 arasinda en iyi anti-enflamatuar aktiviteye sahipti ve
gbzlemin tiim zaman noktalarinda ibuprofen ile karsilagtirilmistir. MBPHYD aktivitesi
MBNHYD aktivitesinden daha diisiiktii. Bu bulgularin aksine, MBHYDX etkisinin kii¢iik
oldugu ve pence ddeminin diisiik oranda baskilandig1 gosterilmistir. Ug bilesigin hem in vitro
hem de in vivo olarak toksik olmadigi gosterilmistir. 100 mg/kg seviyesinde, test

maddelerinin higbiri dldiiriicii bulunmamustir. (Moharana vd., 2022)

H
HN-NH2 HN-N HN-OH

Oj/z o;? O o§§
o O e

MBNHYD MBPHYD MBHYDX
Sekil 1.15. MBPHYD, MBNHYD, MBHYDX bilesiklerinin yapisi.

Benzimidazol igeren trisiklik bilesikler sentezlenmis ve referans bilesik olarak diklofenak
sodyum ile protein denatiirasyonunu (si1gir albiimini) inhibe ederek anti-enflamatuar aktivite
acisindan test edilmiglerdir. Bilesikler, 31,16 ila 88,49 pg/mL arasinda degisen ICso degerleri
ile inhibisyon gostermislerdir. Bilesik 5b, incelenen kimyasallar arasinda en yiiksek ICsp

degerine sahip oldugu bulunmustur. (Kamat vd., 2021)
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Sekil 1.16. 4a-d, 5a-b bilesiklerinin yapisi.

Yeni 5-[2-(siibstitie amino)-1H-benzimidazol-1-il]-4H-pirazol-3-ol (3a-i) tasarlanmus,

sentezlenmis ve Cayman'in kolorimetrik COX deneyi kullanilarak COX enzimlerini inhibe
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etme yetenekleri agisindan test edilmislerdir. Tiim molekiiller, hem COX-1 hem de COX-2
enzimlerinin giiclii inhibitorleri ancak COX-2 igin daha segici olduklar1 bildirilmistir.
(segicilik endeksi, ST 2,42-5,32). En yiiksek COX-2 inhibitor aktivitesini gosteren, 3b ve 3g
bilesikleri, referans diklofenak ile kiyaslanmis ve anti-enflamatuar agidan daha ileri in vivo
testler i¢in segilmislerdir. Bilesik 3b, diklofenak ile karsilagtirilabilir onemli bir anti-
enflamatuar etkinlige sahip oldugu ve indometasinden daha az iilserojenik etkiye sahip oldugu

bulunmustur (iilser indeksi = 12,81). (Moneer vd., 2016)

N
©: S—NHR
N

=N
=N
HO
3a-i
3a | CaoHs 3d | -CH2CeHs | 3g | 3-CH3CeHa
3b | n-CaHo 3e | CeHs 3h | 4-CH3CsH4

3c | -CH2CH=CH:> | 3f | 4-CICéHs | 3i | 4-CH30CsH2

Sekil 1.17. 3a-i bilesiklerinin yapisi.

Coklu hedef profiline sahip hibrit ilaglarin tasarlanmasi, enflamasyonla miicadele i¢in umut
verici bir stratejidir. Bu amagla, benzimidazoller (COXs ve LOXs inhibitorleri igin
farmakoforik elementler igeren) ve talidomidin ftalimid alt birimi (TNF-o inhibitorii i¢in bir
farmakofor elementi iceren) molekiiler hibridizasyon yoluyla tek bir yapi altinda
birlestirilerek benzimidazol tabanli hibrit molekiiller tasarlanmstir. Onerilen bilesikler (3a-I)
sentezlenmis ve COX'lara (COX-1, COX-2), LOX'lara (5-LOX, 15-LOX) ve TNF-a'ya kars1
inhibitor etkileri agisindan test edilmislerdir. 3j bilesigi COX-1/2 ve 5-/15-LOX enzimlerinin
coklu inhibisyonu (COX-1 ICs = 9,85 uM; COX-2 ICs0 = 1,00 uM; SI=9,85; 5-LOX I1Cs0 =
0,32 uM; 15-LOX ICso = 1,02 uM) ile anti-enflamatuar ve analjezik 6zellikler gosterilmistir.
Ayrica, bilesik 3j, lipid peroksidasyonunu azaltarak gastrointestinal giivenlik saglamustir.
Bilesik 3j'nin COX-2 ve 5-LOX ile kenetlenme sonuglari da in vivo anti-enflamatuar
sonuglarla karsilastirilmis, buna gore, ¢alismanin bulgulari, 3j'de gézlenen COX-2 seciciligi
ve 5-LOX inhibisyon kombinasyonunun, etkili anti-enflamatuar etki ve yiiksek
gastrointestinal ~ giivenlikten sorumlu olabilecegi ve mevcut teoriyi destekledigi

bildirilmektedir. (Kaur ve Silakari, 2018)
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Biyolojik degerlendirme ile belirlenen en etkili bilesik 3j, COX-2 igin -31,94 kcal/mol, 5-
LOX i¢in -56,77 kcal/mol ve 15-LOX i¢in 57,68 kcal/mol skorlari ile kenetlenmis bilesikler
arasinda iyi baglanma enerjisine sahip olarak agiklanmistir. 3j ve COX-2'nin kenetlenmis
kompleksinin analizi, 3j 'nin nitro grubunun hem Phe-518 hem de Arg-513 ile etkileserek
COX-2'yi inhibe ettigini ortaya koymustur (Sekil 1.19.). Bifenil halkasinin, Tyr-355 ve Arg-
120 ile n-n baglantilar1 olusturdugu da bildirilmistir. (Kaur ve Silakari, 2018)
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Sekil 1.18. 3a-1 bilesiklerinin yapisi.

Sekil 1.19. Bilesik 3j 'nin COX-2 enzimi ile etkilesimleri.
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2017 yilinda Chikkula vd., tarafindan, 3-metilizoksazol-5(4H)-on/2-hidroksi merkapto-6-
metilpirimidin-4(5H)-on/3-metil-1-siibstitiie-1H-pirazol-5(4H)-on siibstitiie benzimidazol
tirevleri (5-16), izoksazol/pirimidin/pirazol siibstitiie benzimidazol hidrazonlar kullanilarak
hibrit bir yontem ile sentezlenmislerdir. Tiim test maddeleri, kuyruk fiskesi yontemi ve
karragenan ile olusturulan penge 6demi yontemi kullanilarak analjezik ve anti-enflamatuar
ozellikler agisindan degerlendirilmistir. Pirazol tiirevleri, 6zellikle p-siibstitiie fenil analogu,
diisiik tlser indeksi ile giliglii analjezik ve anti-enflamatuar etkinlige sahip oldugu
bulunmustur. Izoksazol ve pirimidin tiirevleri daha diisiik iilser indeksi ile miitevazi analjezik
ve anti-enflamatuar etkinlik gosterilmistir. En aktif kimyasallar, pilor ligasyonu prosediirii
kullanilarak iilserojenisite agisindan test edilmislerdir. Incelenen bilesikler arasinda 4-(2-(4-
(1H-benzimidazol-2-il) fenil)hidrazono)-1-(4-klorofenil)3-metil-1H-pirazol- 5(4H)-on 10 en
giiclii kimyasal olarak kesfedilmistir. Bu kimyasal, normal diklofenak [%69 analjezik aktivite
(20 mg/kg; ikinci saat) ve penge ddemi testinde %65 koruma (20 mg/kg; ikinci saat)] ile
esdeger olan %72 analjezik aktivite (20 mg/kg; ikinci saat) ve penge édemi testinde %67
koruma (20 mg/kg; ikinci saat) gosterilmistir. Ayrica, bilesik 10, referans normun yaklasik
ticte biri olan en diisiik iilser indeksine sahip olarak bildirilmistir. (Chikkula ve Sundararajan,
2017)

Hs3C 0 H3C
<N N>_ N N \’Tj
N N=C N N= H—XxH \ SN N
OO0 T b ™ T Oy
N N H,C
N 9] H 3 H
5 6-7 8-16

6; X=0, 7; X=S, 8; R=H, 9; R=C¢Hs, 10; R=p-CICsH4, 11; R=p-FCsH4, 12; R=p-OCH3C¢H4, 13; R= m-CICsHa,
14; R=m-FCesHa4, 15; R=CSNHz, 16; R=CsHsNCO

Sekil 1.20. 5, 6-7, 8-16 bilesiklerinin yapisi.

Benzimidazol, morfolin ve oksadiazol halkalar1 ile baglanarak 1-{(5-stibstitiie-1,3,4-
oksadiazol-2-il)metil} ve -2 (morfolinometil)-1H-benzimidazoller ~ (5a-r)  seri
olusturulmustur. Bunlar karragenan ile olusturulan penge 6demi testi kullanilarak anti-
enflamatuar oOzellikleri agisindan arastinlmustir.  1-{(5-(2-klorofenil)-1,3,4-oksadiazol-2-
il)metil}-2-(morfolinometil)-1H-benzimidazol (5g), daha diisiik ilserojenik ve lipid
peroksidasyon profili ile maksimum anti-enflamatuar (%74,17+ 1,28 inhibisyon) etki ve
ayrica 8,00 uM ICsg degerleri ile gii¢lii COX-2 inhibisyonu gosterilmistir. 50 ve 5q Bilesikleri
de sirasiyla 11,4 ve 13,7 uM ICso degerleri ile giiglii COX-2 inhibisyonu gosterilmistir. Bir
molekiiler kenetlenme arastirmasi, benzimidazole bagli morfolin ve oksadiazol halkalarinin,

COX-2 ile baglanmada dnemli bir rol oynadigini ortaya koymustur.
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Yerlestirme arastirmalari, COX-2 enzimine (PDB; 3LN1) karsi referans ilag olan selekoksib

(CEL) ile gerceklestirilmistir. Ligand reseptor etkilesimlernin ii¢ farkli bolgesi tespit
edilmistir. CEL'in ilk siilfonil amino bileseni, Leu338, Ser339 ve Phe504 kalintilar ile ii¢

hidrojen bag1 ve Arg499 ile de tek bir yan zincir hidrojen bag: gostermistir. Ikinci boliimde

Argl06 kalintis1 pirazolin cekirdegi ile etkilesime girmis; son bolgede ise Tyr371, Trp373,

Phe367, Leu370 gibi daha hacimli kalintilarin varligi nedeniyle hidrofobik ve aromatik

temaslar goriilmiistiir. 59 ve 50 Bilesiklerinin baglanma mekanizmasi, CEL'den farklilik

gostermis, siilfonil aminli fenil halkas1 ligandlarin morfolin kismi ile yer degistirilmis ve

sonraki boliimde fenil siibstitiisyonlu oksadiazol halkast mevcuttur ve Tyr341 ile hidrofobik

etkilesimlerden ve Ser516 ile hidrojen bagindan sorumlu oldugu bildirilmistir. (Rathore vd.,

2017)

N.
\\( I
o
R: R
5a | CHs 59 | 2-CICsH4 5m | 2-OHCsH4
5b | CH2CHs 5h | 4-CICeHa4 5n | 4-OHCeHas
5¢ | CH2CI 5i 2-FCeH4 50 | 2-CH3CsHas
5d | CH2CHCI | 5j | 4-FCeHa 5p | 4-CH3CeH4
5e | CH2NH:2 5k | 2-NO2CesHs | 5q | 2-OCH3CsH4
5f CeHs 51 | 4-NO2CeH4 | 5r | 4-OCH3CeH4

Sekil 1.21. 5a-r bilesiklerinin yapist.
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Sekil 1.22. Ligandlarin (CEL, 5g ve 50) COX-2 (PDB: 3LN1) ile 3D ve 2D Grafiksel gdsterimi.

Maghraby vd. 2020 yilinda, 2-aminotiyazol baglayic1 araciliiyla ¢esitli anti-enflamatuar
farmakoforlara baglanan 2-metiltiyobenzimidazoliin yeni molekiiler hibritlerinin tasarimini
ve sentezini icermektedir ve bu molekiiler in vivo anti-enflamatuar aktivite olarak, COX ve
15-LOX enzim inhibisyonu {iizerindeki etkisinin de arastirilmasi amaglanmigtir. Asetil
stibstitiie benzimidazol-tiyazol hibriti 13, fenil tiyosemikarbazon 14, 1,3-tiyazolinler 15a-c ve
4-tiyazolidinon 16 giiclii COX-2 inhibisyonu (1Cs0=0,045-0,075 uM) gosterilmisdir. Segicilik
indeksleri, S1=142-294 araliginda olarak bildirilmigdir. Tim hibritler, gi¢li 15-LOX
inhibitor etkisi gosterilmistir (ICs0=1,67-6,56 uM). Benzimidazol-tiyazol hibridi 15b,
kuersetine (ICs50=3,34 uM) kiyasla, 15-LOX enzimine kars1 iki kat inhibit6r aktivite (ICso =
1,67 uM) ve selekoksibe de (COX-2; 1C50=0,045 uM, SI=327) benzer sekilde etki gostererek,
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en giiglii ikili COX-2 (ICs5=0,045 uM, SI=294) inhibitdr olmustur. Ug hibrit (14, 15b ve 16),

karragenan ile indiiklenmis penge 6demi teknigi kullanilarak in-vivo tarama igin se¢ilmistir.

Benzimidazol-tiyazol hibridi, 4-Tiyazolidinon 16 'ya baghdir, 3 ve 4 saatlik araliklarla en

yliksek 6dem inhibisyonu gosterilmistir (indometasine kiyasla sirasiyla

~%119 ve %102),

ayrica indometasine kiyasla daha iistiin bir gastrointestinal giivenlik profili sergilenmistir.

COX-2 enzimine (PDB ID: 3LN1) kars1 yapilan yerlestirme calismasinda, selekoksib -9,66

Kcal/mol ve bilesik 16 -7,40 Kcal/mol baglanma skoru gdsterilmistir. Iki bilesigin COX-2

enzimi ile baglanma paterni Sekil 1,25.'te gésterilmistir. (Maghraby vd., 2020)
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Sekil 1.23. 11, 12a-c, 13, 14, 15a-c, 16, 17, 18, 19 bilesiklerinin yapisi.
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Sekil 1.24. Selekoksib ve 16 'nin COX-2 aktif bolgesine kenetlenmis kompleksleri. (A) Selekoksibin
2D yapist. (F) Bilesik 16in 2D yapist.

Yeni bir seri, N-agil siibstitiie indol-bagli benzimidazoller ve naftoimidazoller sentezlenmis
(4a-4f) ve tiim hedef bilesikler icin anti-enflamatuar aktivite HRBC (insan Kirmiz1 Kan
Hiicreleri) membran stabilizasyon testi ile in-vitro olarak degerlendirilmistir. Sentezlenen
bilesikler, 100 pg/ml'de standart ilag diklofenak ile karsilastirildiginda 6nemli bir anti-
enflamatuar aktivite gosterdikleri bildirilmistir. (Abraham vd., 2018)
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Sekil 1.25. 4a-f bilesiklerinin yapisi.

Vasantha ve arkadaglari, 2015 yilinda, N-ariliden-2-(2,4-diklorofenil)-1-propil-1H-
benzo[d]imidazol-5-karbohidrazid, ariliden kismi {iizerindeki farkli siibstitiisyonlar ile
sentezlenmislerdir (7a-r). Benzimidazol-5-karboksilat, etil 3-nitro-4-(propilamino)benzoat

ve 24-diklorobenzaldehit (dimetilsiilfoksitli solvanda sodyum ditiyonit varliginda)
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arasindaki 'tek-pot' nitro indirgeyici siklizasyon reaksiyonu sonucu, yiiksek verim ile
sentezlenmistir. Anti-enflamatuar tarama sonuglari, 7a (%71,97), 7f (%72,11), 79 (%69,05)
ve 7j (%64,67) bilesiklerinin yeni sentezlenen on yedi bilesik arasinda, en aktif tiirevler
oldugunu ortaya koymustur. Bilesikler, 7a ve 7f tipik ila¢ indometasinden (%69,34) 1,07 kat
daha aktiftir, 7f ise7a'dan biraz daha aktifken, bilesikler 7d ve 7g indometasine esdeger etki
sergilenmistir. ilging bir sekilde, bilesiklerin cogu dozlamadan sonraki bir saat icinde penge

6dem hacmini dnemli dl¢iide azaltilmistir. (Vasantha vd., 2015)

Cl

7a R=2-Cl 7g R=4-Br 7m R=4-NO,

7b R=3-Cl 7h R= 4-Me 7n R=23-diCl

Te R=4-Cl 7i R=N,N-diMe 70 R=2,4-diCl

;g g: fFF 7j R=4-OMe 7p R= 2-OH-5-Br

76 R= 3. Br 7k R=2-NO, 7q R= 3,5-diMe-4-OH
71 R=3-NO, 7r R=H

Sekil 1.26. 7a-r bilesiklerinin yapist.

Kumarin ve benzimidazol ¢ekirdeklerinin gesitli baglayicilar araciligiyla baglanmasiyla
birka¢ yeni tiirev gelistirilmistir. PASS (maddeler icin aktivite spektrumlarinin tahmini)
yazilimini1 kullanak yiiriitiilen, in silico arastirma, bu kimyasallarin gii¢lii anti-enflamatuar
olabilecegini gosterilmistir. Bilesikler sentezlenmis ve beklenen aktivitelerin yani sira in vitro
antioksidan potansiyel agisindan da test edilmislerdir. Bilesiklerin (4a-4f) iyi ile orta derecede
anti-enflamatuar bilesikler oldugu kanitlanmistir. Bilesiklerden, 4b ve 4f en yiiksek anti-
enflamatuar etkinlige (%45 inhibisyon) sahiptir ve bunun da 3 saat sonra (pik enflamatuar
yanit siiresi) indometasinin etkisiyle (%48 inhibisyon) karsilastirilabilir oldugu bildirilmistir.
(Sethi vd., 2018)
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Sekil 1.27. 4a-f bilesiklerinin yapist.

2-Siibstitiie benzimidazollerin uygun aldehit ve asetofenon ile reaksiyona sokulmasiyla 2-

siibstitiie benzimidazollerin bir seri yeni mannis bazi sentezlenmistir. Bilesikler, sirasiyla

kuyruk fiskesi yontemi ve karragenan ile olusturulan penge ddemi testi kullanilarak in vivo

analjezik ve anti-enflamatuar O6zellikler agisindan test edilmistir. Yukarida bahsedilen

maddelerin ¢cogunlugu 6nemli oranda anti-enflamatuar ve analjezik etkinlik gdsterilmistir. Al

(%97,17 ve %90,20) ve B3 (%89,46 ve %93,47) bilesiklerinin sirasiyla sentezlenen tiim

bilesikler arasinda en giicli analjezik ve anti-enflamatuar Ozelliklere sahip oldugu

bulunmustur. Akut iilserojenite deneyleri, Al ve B3 bilesiklerinin gastrointestinal toksisite

icermedigini ortaya koymustur. (Kumar vd., 2015)

N
Pamal
N

Rj
Rz
O
Compound | R1 R2 Rs Compound | Ry R2 R3
Al H CeHs | H B3 CHs CeéHs | CeHs
A2 H CHs | H B4 CHs CHs | CeHs
A3 H CeéHs | CéHs | C1 CH2CéHs | CeHs | H
Ad H CHs | CéHs | C2 CHxCeéHs | CHs | H
B1 CHs | CsHs | H C3 CH2CeHs | CeHs | CeHs
B2 CHs | CHs | H C4 CH2CeHs | CHs | CeHs

Sekil 1.28. Al-4, B1-4,

C1-4 bilesiklerinin yapisi.
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Fizikokimyasal ve 3 boyutlu benzerlik ¢alismalarina dayanarak, klinik olarak faydali anti-
enflamatuar ilaglarin (nimesulid ve rofekoksib) ve antiiilser ilaglarin (lansoprazol, omeprazol
vb.) yapisal ozellikleri entegre edilerek bir seri S5-metansiilfonamido benzimidazol tiirevi
gelistirilmistir. Bilesikler, standart ilaglar olarak rofekoksib ve indometasin kullanilarak
karragenan ile olusturulan penge ddemi modelinde anti-enflamatuar etkinlik agisindan test
edilmigtir. Bilesik 9, 10 ve 11, standart grupla karsilastirilabilir anti-enflamatuar aktivite
gosterdigi (6demde maksimum azalma sirasiyla %92,73, %95,64 ve %97,62) ve test dozunda

tilserojenisite gosterilmemistir. (R. Sharma vd., 2017)

R
Compound R1 R2 Compound R1 R2 Compound R1 R2
1 H H 5 NO2 | CeHis 9 NHSO2CHs | CaHo
2 NO2 H 6 NHz | CsaHo 10 NHSO2CHs | CsHu
3 NO2 | CaHo 7 NHz | CsHu 11 NHSO2CHs | CeéHis
4 NO2 | CsHu 8 NHz | CeHis

Sekil 1.29. 1-11 bilesiklerinin yapisi.

Iki seri, 2-(piperidin-4-il)-1H-benzo[d]imidazol tiirevi, 6a-g ve 7a-h, yeni anti-enflamatuar
bilesikler olarak gelistirilmis ve sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin  ¢ogu,
(lipopolisakkaritler) LPS ile uyarilan RAW 264.7 makrofajlarinda nitrik oksit NO ve TNF-a
tiretimini inhibe etmistir. 6e, NO (IC5=0,86 uM) ve TNF-a (ICs=1,87 uM) iizerinde en giiglii
inhibitor aktiviteye sahip bilesik olmustur. Daha ileri testler, bilesik 6e 'nin farelerde ksilen
kaynakli kulak 6demine kars1 ibuprofenden daha fazla in vivo anti-enflamatuar etkinlige sahip
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Western blot incelemesi, bilesik 6e 'nin LPS ile uyarilan
RAW 264,7 makrofajlarinda IjBa fosforilasyonunu ve p65 NF-jB protein iiretimini geri
kazandirabildigini gosterilmistir. (Li vd., 2015)
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CL-O O

R 0
OH
fe} OH
6a-g 7a-h
Comp. | R. Comp. | R1 Comp. | R1
6a 1-butyl 6f 4-methoxybenzyl | 7d 2-ethoxyethyl
6b 2-methoxyethyl 69 4-chlorobenzyl Te 2-phenoxyethyl
6¢ 2-ethoxyethyl 7a ethyl 7f benzyl
6d 2-phenoxyethyl 7b 1-butyl 79 4-methoxybenzyl
6e benzyl 7c 2-methoxyethyl 7h 4-chlorobenzyl

Sekil 1.30. 6a-g, 7a-h bilesiklerinin yapisi.

Para pozisyonunda gesitli aromatik siibstitiisyonlara sahip ¢esitli 1,2-difenilbenzimidazoller
sentezlenmis ve bunlarin COX-2 ve nitrik oksit sentaz, iNOS ile etkilesimleri in silico, in vitro
ve in vivo olarak incelenmistir. Bilesik  2-(4-bromofenil)-1-(4-nitrofenil)-1H-
benzo[d]imidazolin COX-2'yi en fazla inhibe ettigi, N-(4-(2-(4-bromofenil)-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)fenil) asetamid ve N-(4-(2-(4-klorofenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-
il)fenil)asetamid bilesiklerinin ise in vitro NO tiretimini azalttigi bulunmustur. Ayrica agizdan
uygulandiklarinda in vivo olarak énemli 6l¢iide anti-enflamatuar etki gostermislerdir. Bilesik
2b ve 2d'nin COX-2'ye karsi sirasiyla %51 ve %48 olmak ilizere en yiiksek inhibisyon
oranlarim gosterdigi bulunmustur. Bilesik 2b'nin %51 ile en iyi in vitro inhibisyona sahip
oldugu bulunmustur; bu oran standart Etox ile goriilen %62'lik inhibisyondan daha diisiiktiir.

(Garcia-Aranda vd., 2020)

R
Compound | R R1 Compound | R R1
2a CN NO2 | 3b Br NH:
2b Br NO: | 3¢ Cl NH:
2c Cl NO:2 | 3g NH2 NH2
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2d NO2 NO2 | 4b Br NHCOCHs

2e H NO2 | 4c Cl NHCOCHs

2f COOH | NO: | 4h NHCOCHs | NHCOCH3

Sekil 1.31. 2a-f, 3b, 3¢, 3g, 4b, 4c ve 4h bilesiklerinin yapist.

2-aminobenzimidazol ve 0-vanilinin kondensasyonundan iiretilen 2-[(1H-benzoimidazol-2-
ylimino)-metil]-6-metoksi-fenol Schiff bazi ligandinin (L) iki yeni bakir (II) ve ¢inko (II)
kompleksi. Yeni sentezlenen bilesikler farelerde asetik asit olusturulan analjezik ve maya
olusturulan antipiretik 6zelliklerinin yani sira karragenan ile olusturulan penge 6demi testi
kullanilarak anti-enflamatuar aktivite agisindan test edilmistir. Bulgular, [CuL,] molekiiliiniin
(100 mg/kg b.w) onemli anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugunu, [ZnL;]'nin (50 mg/kg
ve 100 mg/kg b.w) ise standart ilaglarla karsilastirildiginda 6nemli analjezik aktiviteye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Her iki kompleksin de orta derecede ates diistiriicii etkiye sahip

oldugu gortlmektedir. (Alajmi vd., 2016)
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Sekil 1.32. CulL, ve ZnL; komplekslerinin yapisi

Bir seri N-(benzimidazol-1-ilmetil)-4-klorobenzamid tiirevi (3a-3m) sentezlenmis ve in vivo
anti-enflamatuar agisindan degerlendirilmis, referans ilag olarak diklofenak sodyum
kullanilmigtir. Bilesik 3a, benzimidazoliin 2-pozisyonunda klorometil siibstitiienti igeren, 100

mg/kg dozunda 6nemli anti-enflamatuar etki gosterilmistir (66,66%). (Sethi vd., 2018)
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NHCO

Cl
3a | CH:CI 3f 3-Cl-CsH4 | 3k | 4-NO2-CeHs
3b | CeHs 3g | 4-Cl-CéHs | 31 | 4-F-CeHa

3c | 3-NCsHas 3h 2-Br-CsHs | 3m | 2-NH2-CsHa

3d | 2-OH-CsHs | 3i 3-Br-CsHa

3e | 2-Cl-CéHa | 3j 4-Br-CeHa

Sekil 1.33. 3a-m bilesiklerinin yapist.

Benzofenon ve indol pargalarina sahip benzimidazol analoglar1 (10a-j) sentezlenmis ve anti-
enflamatuar, analjezik ve tilserojenik aktiviteler agisindan test edilmistir. Bilesiklerin (10a-j)
incelenmesi yiiksek oranda anti-enflamatuar etki ortaya koymustur. Calismanin ilk saatinin
baslangicinda, tim maddeler %48,55 ila %72,15 arasinda degisen koruma ile gii¢lii anti-
enflamatuar etkinlik gosterilmistir. Selekoksib ve indomethacin ise sirasiyla %27,85 ve
%35,5 koruma saglanmstir. Ayrica, 10a, 10d ve 10g-i bilesiklerinin potansiyeli bir sonraki
saat boyunca azalmig ve aralik %41,55-58,75'e diismiistiir. Bununla birlikte, bilesik 10b
(%67,10) indometasin (%67,30) ile neredeyse ayni aktiviteye sahipken, geleneksel selekoksib
(%37,30) ¢ok az miktarda koruma saglanmuistir. Ayrica, 10¢ (%86,45) ve 10e (%78,70)
bilesiklerinin ¢ok daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. (Nagesh vd., 2022)
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Comp. | R1 Rz | Rs Ra Comp. | R: R2 Rs R4

10a |CHs|H Of H |[10f |CHs|H 0;‘ CHs

10b CHs [H | ¢ © H | 109 H |H CHs o

10c CHs | H /@)i CHs | 10h CHs | H Cl oj
F o
10d CHs | H /@ﬁf H 10i F H /@jﬁ Cl

10e CHs | H ¢ 9 CHs | 10j H OCHs | H Q

Sekil 1.34. 10a-j bilesiklerinin yapisi.

Yeni bir 13 benzimidazol tiirevi sentezlenmis ve fare pengesinde formalin ile indiiklenen agr1
ve enflamasyon modeli ile anti-enflamatuar aktivite agisindan arastirtlmigtir. 50 mg/kg
dozunda, 6, 10 ve la bilesikleri asetik asit enjeksiyonuna verilen kivranma tepkilerinin
yiizdesini sirastyla kontroliin %45, %18,7 ve %48'ine diislirmiistiir. Buna karsilik, ayni1 dozda
Aspirin (50 mg/kg) tepkileri kontrol grubunun %@8'ine diisiirmiistiir. Benzimidazol tiirevleri 1,
3,6,7,9,10, 11, 12 ve 1a, sicak bir plaka ylizeyine yerlestirildiginde hayvanlarin 1stya tepki
stiresini 6nemli 6l¢iide artirmustir. Bilesik 1, 6, 12 ve ana bilesen (1a) 50 mg/kg'da 25
mg/kg'daki morfine benzer veya daha fazla etkiye sahipti. Bilesik 1a ve 6, formalin testi
kullanilarak anti-enflamatuar 6zelliklerin daha fazla degerlendirilmesi i¢in se¢ilmistir. Her iki

ilag da faz I ve II yanitlarinda 6nemli azalmalara yol a¢ilmistir. (Eswayah vd., 2020)
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Sekil 1.35. 1-12 bilesiklerinin yapisi.

Siklooksijenaz enzimlerinin potansiyel inhibitorleri olarak 2. pozisyonda bir hidrazinilidenetil
yan zincirine bagl bir tiyazol halkas1 i¢eren yeni bir benzimidazol tiirevleri sinifi yapilmistir.
Benzimidazoliin ilk pozisyonunda metil igeren tiirevler, karsilik gelen p-florobenzil ve p-
bromobenzil tiirevlerinden daha zayif aktivite sergilerken, p-florobenzil tiirevleri (7a-7e) p-
bromo benzil tiirevlerine (8a-8e) benzer bir aktivite profiline (8e harig) sahip oldugu
bulunmustur. Ugiincii ve ikinci pozisyonlarda nitro grubu igeren tiirevler, ibuprofen ve
nimesulidinkinden daha diisikk ve selekoksibinkine yakin ICsp degerleri ile en etkili
tirevlermis. COX-1 ve COX-2 enzimlerine kars inhibitor 6zellikleri degerlendirildiginde,
bilesiklerin COX-2 enzimini 6nemli Ol¢lide daha diisiik ICso degerleri ile inhibe ettigi
gosterilmistir (7b: 0,297 uM; 7¢: 0,311 pM; 8b: 0,279 uM; 8c: 0,215 uM). Bu da sentezlenen
bilesiklerin COX-2 enzimi igin daha segici oldugunu gostermektedir. Glide XP kullanilarak
COX-2'ye karsi ilaglar lizerinde molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 yapilmistir. 7b, 7¢, 8b ve
8c bilesiklerinin -8,927, -8,578, -8,485 ve -8,899 kcal/mol'liik anlamli yerlestirme skorlarina
sahip oldugu ve bu da COX-2 enzimi ile umut verici bir etkilesime isaret ettigi bulunmustur.
Bilesikler kritik kalintilar olan Arg120 ve Tyr355 ile hidrojen baglart olusturulmustur. (Irmak
vd., 2023)
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Sekil 1.36. 6a-e, 7a-e, 8a-e bilesiklerinin yapisi.
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Sekil 1.37. (A)-(D) 7b, 7c, 8b ve 8c bilesiklerinin insan COX-2 ile molekiiler yerlestirme baglanma
pozlart. (E) in vitro enzim deneylerinde kullanilan selekoksib ve (F) meklofenamik asit baglanma
modlari, COX-2 (PDB ID: 5KIQ) yapisinda es kristalize ligandlardir.

47



Badawy ve arkadaslari, benzimidazol halkasinin, C-2 konumundan bagli, 4-(metilsiilfonil)
fenil, farmakoforuna sahip bir seri yeni bilesik tasarlayip sentezlemislerdir. Bu molekiiller
COX-1 ve COX-2 inhibitorleri olarak in vitro ortamda test edilmis, ayrica anti-enflamatuar
ve iilserojenisite acisindan da in vivo olarak test edilmislerdir. Uretilen tiim bilesikler
indometasinden daha fazla se¢icilik gostermistir. 11b, 11k, 12b ve 12d Dahil olmak iizere
birkag¢ bilesigin, COX-2 izozimini spesifik olarak baskilandigini géstermislerdir (sirasiyla
SI=134, 123, 125 ve 132). Bilesik 11b en gii¢lii, COX-2 inhibitor etkiye sahiptir (IC50=0,10
mM). Degerlendirilen bilesiklerin, ayn1 zamanda iyi bir anti-enflamatuar aktivite gosterdigi,
en gi¢li COX-2 inhibitér bilesiklerin 11b, 11c, 11j, 11k, 12b ve 12d, 6 saat sonra
enflamasyonu sirasiyla, %95, %93, %93, %95, %95 ve %94,7 oraninda azalttiklari i¢in anti-
enflamatuar aktivite sergiledikleri de bildirilmektedir. Ulserojenik etkiler acisindan, 11b

bilesigi en giivenli bilesik olarak da tanimlanmustir (Ulser Indeksi = 0,83).

11b Bilesigi, COX-2'ye (PDB ID: 1CX2) kars1 yerlestirme ¢aligmasi yiiriitilmistiir. Aktif
bolgenin anahtar amino asidi olan, Argl20 ile selekoksib ile ayni baglanma bdlgesinde yer
almustir. Diazol halkasi ve metil siilfonil kism1 araciligiyla COX-2 aktif bolgesinin Ala527,
Argl20 amino asitleri ile sirasiyla 4,09 ve 3,26 A mesafe ile etkilesime girdigi
bildirilmektedir. (Badawy vd., 2021)

NH NH
N N
\ \
11a; R4,Ro=H CHy 12a; R{,R3=H
11b; R4=H,R,=ClI 12b; R4=H,R3=Cl
11¢c; R1=H,R,=0OCHj3; 12c; R4=CIl,R3=H
R2 11d; R4=H,R,=F R3 12d; R1,R3=C|

11e; R=Cl,R,=H 12e; R4=CH3,R3=H
11; Rq,R,=Cl 12f; R4=CH3,R3=Cl
11g; Ry=Cl,R,=OCH3

11h; R,=CI,R,=F

11i; R4=CH3,Rp=H

11j; R4=CH3,R,=ClI

11k; R1=CH3,R2=OCH3

11; R1=CH3,R2=F

Sekil 1.38. 11a-l ve 12a-f bilesiklerinin yapisi.
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Sekil 1.39. Selekoksib (a) ve (b) bilesigi 11b (c) ve (d)'nin 2D ve 3D interaksiyonu.

COX-2 inhibitdér farmakoforu olarak, metilsiilfonil grubu igeren bir seri, benzo[4,5]imidazo
[1,2-a]pirimidin sentezlenmistir. COX-2 inhibitor etkileri hem in vitro hem de in vivo olarak
degerlendirilmistir. /n vitro testte, yeni iiretilen tiim bilesikler COX-2 enzimini inhibe etmek
icin orta ile iyi secicilik gostermis olduklart bildirilmistir. Bununla birlikte, 2-(4-
(metilsiilfonil)fenil)-4-fenilbenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pirimidin (5a) bilesigi, referans ilag olan
selekoksibden (ICs0=0,06 uM) bile daha gii¢lii COX-2 inhibitor etkisi (ICs5=0,05 puM)
gdstermistir. /n vivo arastirmada kivranma (writhing) refleksi testi kullamlmis ve sonuglar
sentezlenen tiim bilesiklerin doza bagl giiclii anti-nosiseptif etkiye sahip oldugunu
gdstermistir. /n vivo testler ayrica 2-(4-(metilsiilfonil)fenil )-4-(4-tolil)benzo[4,5]imidazo[1,2-
a]pirimidin (5d) bilesiginin kivranma refleksi testinde maksimum aktiviteye sahip oldugunu

ortaya koydugu agiklanmistir (EDso=5,75 mg/kg). (Bayanati vd., 2023)
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5a-50

Comp. | R Comp. | R Comp. | R
5a H 5f 3-OCHs 5k 3-F
5b 2-CHs 59 4-OCHs 51 4-F
5¢c 3-CHs 5h 3,4-diOCH3 5m 2-Cl
5d 4-CHs 5i 3,4,5-triOCHs | 5n 3-Cl
5e 2-OCHs | 5j 2-F 50 4-Cl

Sekil 1.40. 5a-o bilesiklerinin yapisi.

Yeni bir seri 2-merkaptobenzimidazol amino asit tiirevi, 4a-40 sentezlenmis ve analjezik,

anti-enflamatuar ve gastroprotektif 6zellikler agisindan test edilmistir. 4K, 4j ve 4i Bilesikleri

onemli anti-enflamatuar aktivite gostermis ve karragenan enjeksiyonundan 3 saat sonra 6dem

kalinligini 6,32 £ 0,2 mm'den sirasiyla 3,21 = 0,2 mm, 3,41 + 0,2 mm ve 3,73 + 0,1 mm'ye

digtirmistiir. 4e, 4m ve 4h bilesikleri orta diizeyde anti-enflamatuar etkinlik gostererek

ortalama 6demi sirasiyla 4,0 = 0,119 mm, 3,99 + 0,2 mm ve 4,04 + 0,09 mm'ye diislirmiistiir.

Bilesikler 49, 4f ve 40 zayif anti-enflamatuar etki gosterirken, geri kalan bilesikler zay1f anti-

enflamatuar aktivite gosterilmistir. Pozitif kontrol diklofenak 6dem kalinliginmi 3,36 + 0,06

mm'ye diigiirmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin hedef protein COX-2 (PDB ID: 3LN1) ile

baglanma afinitelerini ve etkilesimlerini aragtirmak i¢in molekiiler yerlestirme c¢aligmalari

yapildigi bildirilmistir. (Khan vd., 2020)

3a-3o0
Comp. | R Comp. | R Comp. | R
3a R-Gly 3f R-Phe 3k R-Tyr
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3b R-Val 3g R-Ala 3l R-Asp

3c R-Met | 3h R-Cys 3m R-Glx
3d R-Leu 3i R-Pro 3n R-Thr
3e R-lle 3j R-Ser 30 R-Hyp

Sekil 1.41. 3a-o bilesiklerinin yapisi.

HIS.

377 A293
u:

GLN,
LS.
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VAL
a277

AWy HIS
aasd  A200

e aL277

Sekil 1.42. 4k Bilesiginin COX-2'nin baglanma bolgesinin amino asit rezidiileri ile baglanma
etkilesimlerinin 3D (a) ve 2D (b) sunumu.

ASN368
His
A8y
U377
HIS
A377 s A372
GLN 374
A89
GLN,
1ys
A9 L
VAL
A277
PHE
A6 ASN A",’ga
AAlLlAs £ W A
Ley 198
VR
- A376 57
TR
134
198
Interactions.
[ van der wasss O Pt
s I Conventonsi Hydrogen Bond [ st

Sekil 1.43. 4j Bilesiginin COX-2'nin baglanma bdlgesinin amino asit rezidiileri ile baglanma
etkilesimlerinin 3D (a) ve 2D (b) sunumu.
24 Adet, yeni benzimidazol-oksadiazol hybrid molekiilii sentezlenmis ve anti-enflamatuar
etkileri test edilmistir. Anti-enflamatuar etkileri, 1s1 ile indiiklenen insan eritrosit membran
hemolizine kars1 stabilize edici potansiyelleri olgiilerek degerlendirilmistir. Oksadiazol
halkasinin ikinci pozisyonunda R2 grubu olarak sikloheksil ve benzimidazoliin ikinci
konumunda, 3,4-dimetoksi fenil igeren 5w bilesigi, 0,50 mM ICs ile en yiiksek membran
stabilize edici etkiye sahip oldugu ve bunu 5i, 5¢, 50, 5n ve 5q molekiillerinin takip ettigi
bildirilmistir. Buna karsilik, 5d, 5j, 5r ve 5t kimyasallari 5 mM'den daha biiyiikk ICso

degerlerine sahiptir. Bu dort bilesik disinda, kalan bilesikler referans indometasinden daha
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fazla anti-enflamatuar aktiviteye sahip olarak tanimlanmustir. Tiim bilesiklerin molekiiler
yerlestirme ¢alismalari Glide XP kullanilarak COX-1 ve COX-2'ye kars1 gergeklestirilmistir.
En aktif bilesik 5w, COX-1 ile -9,937 kcal/mol ve COX-2 ile -6,504 kcal/mol baglanma
enerjileri olusturdugu ve standart indometasin’in COX-1 ile -4,832 kcal/mol ve COX-2 ile -
10,388 kecal/mol oldugu da bildirilmistir.

Sekil 1.46.'te gosterildigi gibi, COX-1 aktif bolgesi, bilesik 5w ve Argl20 arasinda 1,82 A H
bagina, Ser353 ve Ser530 ile polar temaslar ile Glu524 ile pi-katyon etkilesimlerine sahiptir
ve Ala527, 11e523, Met522, Leu531, Tyr355, Trp387, Val116, Leu93, Leu535 ve Met113 ile
hidrofobik etkilesimlerle sonuglanmigtir. COX-2 aktif bolgesi, bilesik 5w ve Tyr355 arasinda
4,64 A Pi-Pi etkilesmesine, Ser530, Hie90, Thr94 ve GIn192 arasinda polar etkilesimlere,
Argl20 ve Arg513 ile pozitif yiikli etkilesimlere ve Val523, Met522, Leu531, Ala527,
Val349, Phe518, lle517, Ala516, Tyr348, Trp387 ve Tyr385 ile hidrofobik van der Waals
etkilesimlerine sahip oldugu agiklanmustir. Ayrica, en aktif molekiil 5w'nin protein-ligand
stabilitesini aragtirmak i¢in, Gromacs kullanilarak COX-1 ve COX-2'yi igeren 100 ns
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 da yapilmistir. (Celik vd., 2022)

NN
/2
R \%//g

5a-5x
R1 R2
methyl | ethyl | propyl | cyclopentyl | cyclohexyl | phenetyl
-Cl 5a 5b 5c 5d 5e 5f
-H 59 5h 5i 5j 5k 51
-OCHs 5m 5n 50 5p 5q 5r
-3,4-diOCH3 | 5s 5t 5u 5v 5w 5x

Sekil 1.44. 5a-x bilesiklerinin yapisi.
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Sekil 1.45. (a, b, ¢) Sw bilesiginin COX-1 (PDB ID: 40Z1) ve (d, e, f) COX-2 (PDB ID: 51KQ) aktif
bolgesindeki protein-ligand interaksiyonlart.
Sathyanarayana ve arkadaglari, "tek-pot" nitro indirgeyici siklizasyon (6a-0) yontemi
kullanarak, degisik karbon =zinciri uzunluklarina sahip yeni benzimidazol tiirevleri
sentezlemislerdir. Bu bilesikler hem in vitro hem de in vivo anti-enflamatuar aktivite agisindan
degerlendirmislerdir. Sonuglar, karbon zincirinin uzunlugunun aktivite iizerinde énemli bir
etkisi oldugunu gosterilmistir. Benziloksi-benzilidin {izerinde mono stibstitiisyona (4-Cl ve 3-
F) sahip bilesikler, disiibstitiisyona (2,4-Cly) sahip bilesiklerden daha fistiin etkinlik
gosterilmistir. Metil (6a ve 6K) ve heksil (6e ve 60) zincir uzunluklarina sahip mono-siibstitiie
benziloksi-benzilidin bilesikleri, sirastyla 22,72; 22,90; 22,95 ve 22,74 ug/mL ICso degerleri
ile en aktif bilesikler olarak bulunmuslardir. Benziloksi-benzilidin {izerinde 2,4-Cl,
stibstitiisyonu olan bilesikler orta diizeyde aktivite gostermistir. 6a, 6e, 6g, 6k ve 60
bilesikleri, karragenan ile indiiklenmis penge 6demi teknigi kullanilarak 50 mg/kg dozunda
in vivo anti-enflamatuar etkinlik a¢isindan test edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin, %74,02
inhibisyon gosteren referans ilag indometasin ile karsilagtinldiginda %43,35 ile %77,50
arasinda degisen orta ile olaganiistii anti-enflamatuar etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

(Sathyanarayana vd., 2022)
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6a-60
Comp. | R R1 Comp. | R R1 Comp. | R R1
6a CHs 4-Cl 6f CHs 2,4-Clz 6k CHs | 3-F
6b CsHz 4-Cl 69 CsHz 2,4-Clz 6l CsH7 | 3-F
6C CsHo 4-Cl 6h CsHo 2,4-Cl2 6m C4Ho | 3-F
6d CsHur | 4-Cl 6i CsHu1 2,4-Clz 6n CsHu1 | 3-F
6e CesHiz | 4-Cl 6j CesHus 2,4-Clz 60 CeHis | 3-F

Sekil 1.46. 6a-o bilesiklerinin yapisi.

Bir seri, yeni 2-aminobenzimidazol-NSAID konjugat bilesigi olusturulmus ve anti-
enflamatuar 6zellikler agisindan test edilmislerdir. Tiim maddeler, sadece anti-enflamatuar
degil, ayn1 zamanda immiinomodiilatér ve antioksidan &zellikler de gostermistir. Her bir
tiirevin, ana NSAID'den daha giiclii veya onunla esit derecede etkili oldugu gosterilmistir.
Tiim ilaglarin pence hacmini baskilama oran1 %40 ile %55 arasinda degismistir. En yiiksek
anti-enflamatuar etki 60 dakikada ortaya ¢ikmistir. Bdylece, bir NSAlimin 2-
aminobenzimidazol ile konjugasyonu, NSAli'nin anti-enflamatuar aktivitesini korudugu, ve
bunun da NSAIil'lerin kendileri tarafindan olusturulan farmakoforlara atfedilebilecegi
bildirilmistir. Bilesik 2 ve 9’un romatoid artrit, tilseratif kolit, multipl skleroz, osteoartrit ve
kanser gibi enflamatuar ve immiinomodiilatér hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi

belirtilmistir. (Bansal ve Silakari, 2015)

0
N )—NSAID
o
N

2-11

Sekil 1.47. 2-11 bilesiklerinin yapisi.
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1.8.5. Antioksidan Bilesikler Olarak Benzimidazol Tiirevleri

Bir seri, benzimidazol tiirevleri (1-20) sentezlenmis ve antioksidan 6zellikleri agisindan test
edilmistir. Bilesik 6 (IC5=29,14 + 0,47 uM) ve 10 (1C5=22,42 + 0,26 uM) standart propil
gallat (1IC50=29,20 + 1,25 uM) ile karsilagtirildiginda gii¢lii antioksidan aktivite gosterdigi ve
bilesik 7,11, 13, 15, 19 ve 20 sirasiyla 73,51 £ 1,17, 45,63 + 0,92, 82,30 + 1,33, 75,41 + 1,51,
40,60 = 0,80 ve 64,92 + 1,41 puM ICsp degerleri ile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olduklar bildirilmistir. Bu molekiillerin bir hidroksil grubuna sahip oldugu ve daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdikleri agiklanmistir. Bagka bir dihidroksi analogu olan, Bilesik 2
de (ICs=31,71+ 0,42 uM) umut verici sonuglar gosterilmistir. Siibstitiientlerin sayis1 ve
konumu, aktivitelerindeki  farkliliklar1  belirleyen en Onemli faktorler olarak

tanimlanmuslardir. (Taha vd., 2020)
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Sekil 1.48. 1-20 bilesiklerinin yapisi.

Antioksidan aktivite gostermesi beklenen, bir dizi yeni 2-siibstitlie benzimidazol tiirevi, N-
metil-o-fenilendiamin veya 2-amino-fenoliin aromatik aldehit ile asit karakterli ve etkili bir
katalizor ¢oziicii olarak polifosforik asit varliginda, geleneksel bir yontem kullanilarak kisa
reaksiyon siirelerinde ve mitkemmel verimle sentezlenmislerdir. 2-Siibstitiie benzimidazol
tiirevleri olan BK-1 ile BK-7, standart askorbik asit ile karsilastirildiginda iyi ile orta diizeyde
antioksidan etkinlik sergiledikleri ve BK-6, BK-7, BK-1, BK-4 ve BK-3 bilesiklerin de
sentetik antioksidan askorbik asit (1Csc=42,76 pg/mL) ile karsilastirildiginda sirasiyla 22,45;
27,52; 32,07, 35,17 ve 38,25 pg/mL ICso degerleri ile iyi radikal siipiirme aktivitesi
gosterdikleri bildirilmistir. Askorbik asit ile karsilastirildiginda, BK-6 ve BK-7 bilesikleri,
sentezlenen bilesikler arasinda en iyi DPPH radikal siipiirme performansini sergilenmistir.
Referans standart askorbik asit ile karsilastirildiginda, BK-1 ve BK-7 bilesikleri disinda
sentezlenen diger tlim bilesiklerin NO' radikal siiplirme aktivitesi i¢in son derece diisiik

antioksidan etkinlik gosterdikleri bildirilmistir. (Kashid vd., 2019)

BK4 BKS5 BK6
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Sekil 1.49. BK1-7 bilesiklerinin yapisi.

BK7

Karmaker vd., 2017 yilinda, 2-siibstitiie-5-metilbenzimidazol tiirevleri (3a-e), 4-metil-1,2-
fenilendiaminin bir dizi p-siibstitiie benzaldehit ile reaksiyona sokulmasiyla sentezlenmistir.
Bilesikler, DPPH serbest radikal siiplirme deneyi kullanilarak antioksidan aktivite agisindan
test edilmis ve referans BHT (26,96 ug/ml) ile karsilastirildiginda 1,054-19,05 pg/ml ICso
degerleri ile onemli antioksidan etkiler gostermiglerdir. Nitro siibstitiienti tasiyan, 3e bilesigi
1,054 pg/ml ICs ile en yiiksek aktiviteyi gosterilmistir. Bilesikler 3a, 3b ve 3c, muhtemelen
birkac ilagta halojen siibstitlientlerinin varligina bagl olarak orta ila 6nemli antioksidan

aktivite (11,38-4,02 pg/ml) gosterilmistir. (Karmaker vd., 2017)
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Sekil 1.50. 3a-e bilesiklerinin yapisi.

Karaali ve ark., tarafindan yeni bir seri, 5,6-dimetil-2-fenil-1H-benzimidazol tiirevleri
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin, antioksidan aktiviteleri CUPRAC, ABTS ve DPPH
testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Hedef kimyasallarin bir¢ogu énemli antioksidan etki
gostermistir. Bu bilesikler arasinda, karbotiyoamid ve 1,2,4-triazol tiirevlerinin yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bilesik 6b, CUPRAC teknigi kullanilarak
Olgiilen en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu bildirilmistir. 8a, 8b, 6a ve 4c
bilesikleri mitkemmel antioksidan aktivite gosterilmistir. Bilesik 5 ve 6b, 120 ug/mL final
konsantrasyonda etkili DPPH radikal siiplirme etkisi gosterilmistir. Bilesik 6a ve 6b, 3,75
ng/mL final konsantrasyonda askorbik asitten daha yiiksek siipiiriicii etki gosterilmistir. Ote
yandan, bilesik 8a ayni konsantrasyonda, iyi etki gostermistir. 1,2,4-triazol gruplarinin
antioksidan aktiviteyi dnemli 6l¢lide arttirdig1 bildirilmistir. (Karaali vd., 2020)
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Sekil 1.51. 4a-d, 5, 6a-b, 7a-b ve 8a-b bilesiklerinin yapisi.

Iki grup benzimidazol tiirevi, baslangic olarak 5(6)-siibstitiie 2-merkapto-benzimidazol-
tiyoller ile sentezlenmis ve antioksidan aktiviteleri TBA-MDA testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglar, her iki gruptan test edilen maddelerin ¢ogunun iyi antioksidan
kapasiteye sahip oldugunu gostermistir. Tiyazolo[3,2-a]benzimidazolonlar, 1,3-disiibstitiie-
benzimidazol-2-iminlerden daha aktif olarak tamimlanmuslardir. 2-(4-Florobenziliden)-7-
(fenilkarbonil)[1,3]tiyazolo[3,2-a]benzimidazol-3(2H)-on (17) lipid peroksidasyonunun en
yiiksek oranda baskilandigini géstermistir (ICs0=53,70 1g/mL). Bilesik 19, %74,11 ICs ile bir
sonraki en aktif bilesik olarak bulunmustur. Benzen halkasinin 0-pozisyonunda bir metoksi
grubu vardir. Bilesik 18'de oldugu gibi benzen ¢ekirdeginin ikinci pozisyonunda F-atomunun
bulunmasi lipid peroksidasyon inhibisyonunu azalttigi bildirilmistir (IC50=86,97 lg/mL).
Bilesik 12, 1,3-disiibstitiie-2-imino-benzimidazoller arasinda en gii¢lii lipid peroksidasyon
inhibisyonu gosterilmistir (ICs0=141,89 Ig/mL). (Mavrova vd., 2015)
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Sekil 1.52. 1-20 bilesiklerinin yapisi.

Kumarin halkasinin 3. konumu ile benzimidazol halkasinin 2. konumu arasinda tekli bir bag
(4a-e) ve bir amid bagi (ba-e) araciligi ile konjuge edilmeleriyle, iki seri bilesik
sentezlenmistir. Antioksidan potansiyel, DPPH teknigi kullanilarak radikal siipiirme
kabiliyeti olarak olgiilmiistiir. 5a-e Bilesikleri ¢ok giiclii antioksidan aktivite gostermistir;
bilesik 5a’nin en etkili ve standart kimyasal BHT'den bile daha aktif oldugu bildirilmistir. 4c,
4d ve 5a Bilesikleri BHT (23.4 mmol/L) ile kiyaslandiginda, sirasi ile, 1Cso= 19,7; 13,9 ve
1,2 mmol/L degerlerle iyi antioksidan aktiviteye sahip olarak bildirilmislerdir. Bu ¢aligsma,
elektron ¢eken gruplarin antioksidan potansiyeli arttirdigini1 géstermektedir ki bu da amidin -
NH'si {lizerindeki pozitif yiikiin yogunlagmasina ve bu gruplarin negatif indiikleyici etkisine
baglanabilecegi agiklanmistir. Pozitif yiik yogunlagmasi, serbest radikal sondiirme ile
sonuglanabilir. Ayrica, elektron geken gruplar etkili serbest radikal sondiiriiciilerdir. Ote
yandan, elektron salan gruplarla yer degistirmenin, muhtemelen pozitif indiiktif etkilerinden

dolay1 radikal siiplirme potansiyelini azalttig1 gézlenmistir. (Arora vd., 2014)
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Sekil 1.53. 4a-¢e, 5a-e bilesiklerinin yapist.

Benzimidazol, tiyofen ve 1,2,4-triazol halkalarin1 (2-6) igeren gesitli triheterosiklik bilesikler
sentezlenmis ve antioksidan aktivite agisindan test edilmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin (2-
6) antioksidan aktivitesi CUPRAC, ABTS ve DPPH deneyleri ile degerlendirilmistir. Bilegik
5¢, DPPH teknigi kullanilarak 9,89 & 0,07 mg/mL siipiirme aktivitesi SCso degeri ile en giiclii
antioksidan aktiviteyi gostermistir. Azot igeren karbotiyoamid tirevi (5h) ABTS testinde
yaygin olarak kullanilan referans antioksidanlardan (askorbik asit ve TroloxO) daha iyi
performans gOstermistir. Ayrica, 1,2,4-triazol tiirevleri (6a, 6b, 6¢, 6f ve 6d) miitkemmel
ABTS siipiirme aktivitesi (siras1 ile, %89,39; 9%89,72; %89,39; %89,22; %88,72)
gosterilmistir. (Mentese vd., 2015)

S~
N=

HNYN\R

S

6a-h
R=a: CHas, b: CH2CHB3, c: CeHs, d: CsHa-F(p), e: CsHa-Br(p), f: CsHs-I(m), g: CsHa-CHz (p), h: CsHa-NOz2 (p)

Sekil 1.54. 2-4, 5a-h, 6a-h bilesiklerinin yapisi.

Bir grup arillenmis benzimidazol (1-31) sentezlenmis ve radikal temizleme oOzellikleri
acisindan test edilmistir. Bilesikler, ABTS (0,72 £+ 0,21 pM ICso) ve DPPH (0,73 £+ 0,05 uM
I1Cs0) degerlerine sahip, askorbik asit ile karsilagtirildiginda, ABTS i¢in 1,37 + 0,21 ila 4,00
0,10 uM ve DPPH radikal siipiirme aktiviteleri i¢in 1,36 = 0,09 ila 3,60 £+ 0,20 uM arasinda
degisen ICso degerleri ile askorbik asitten daha yliksek ABTS ve DPPH radikal siiplirme
potansiyeline sahip olarak bildirilmislerdir. (Akande vd., 2021)
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Sekil 1.55. 1-31 bilesiklerinin yapisi.

Hidroksil ve metoksi gruplarina sahip bir seri, yeni benzimidazolil-2-hidrazon (5a-l) tiirevi
sentezlenmis ve sonug bilesiklerin antioksidan aktivitesi, kararli serbest radikaller DPPH ve
ABTS'nin yani sira demir kaynakli oksidatif hasara kars1 in vitro olarak arastirilmigdir. Di- ve
trihidroksi siibstitiie 1H-benzimidazol-2-il hidrazonlar (5b-5e) tiim serideki en etkili radikal
stiptiriciilerdir. Bilesikler 5d ve 5e sirasiyla %50'ye yakin veya daha az molekiiler hasart
gosteren en biiylik koruyucu etkiye sahip ve bilesik 5b ise referans kuersetin ile
karsilastirildiginda benzer ve hatta daha iyi bir koruma etkisine sahip oldugu bildirilmistir.
Sonug olarak, birden fazla hidroksil grubunun varliginin, ozellikle de incelenen 1H-
benzimidazol-2-il hidrazonlarin fenil kisminda bitigik pozisyonlar1 isgal ettiklerinde, radikal

stipiirme aktivitesinin ortaya ¢ikmasina yardimer oldugu belirtilmigdir. (Argirova vd., 2021)
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5a; R=2-OH, 5b; R=2,3-diOH, 5¢; R=2,4-diOH, 5d; R= 3,4-diOH, 5e; R= 2,3,4-triOH, 5f; R=4-OCHjs, 5¢;
R=2,6-diOCHjs, 5h; R= 3,5-diOCHjs, 5i; R=3,4,5-triOCHB3, 5j; R= 2-OH-3-OCHgs, 5k; R=2-OH-4-OCHj, 5I;
R= 3-OH-4-OCHj
Sekil 1.56. 5a-1 bilesiklerinin yapisi.
2-(Dietoksimetil)-1-tosil-1H-benzo[d]imidazol (5), cevre dostu, yesil kimya ydntemi
kullanilarak 2-(1-etoksipropil)-1H-benzo[d]imidazolden sentezlenmistir. Bilesik 5, standart
biitillenmis hidroksianisole (IC50=58,6 uM) kiyaslandiginda, énemli antioksidan aktivite
(1C50=42,32 uM) gosterdigi bildirilmistir. (Almansour vd., 2024)
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Sekil 1.57. Bilesik 5'in yapisi.

Benzimidazol azopirimidin, 3-aminofenilbenzimidazoliin (6a) dietil malonat ile diazo-
baglanmasiyla sentezlenmigdir. Benzimidazolopirimidin 7a'y1 elde etmek i¢in, yeni azo-
molanat (6a), sodyum etoksit i¢inde iire ile birlestirilmistir. Hedef bilesik 7a 'nin antioksidan
aktivitesi degerlendirildigi zaman yeni bilesiklerin yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmisdir

(%40 ila %60 arasinda degisen antioksidan aktivite). (Abdelgawad vd., 2019)
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Sekil 1.58. 6a, 7a bilesiklerinin yapisi.

Bir seri, yeni benzoilaril benzimidazol (3a-h) tiirevi sentezlemek igin, 3,4-
diaminobenzofenon ve uygun bir aril aldehit ile amonyum kloriir veya katalizor olarak
amonyum kloriir ve sodyum metabisiilfit kombinasyonunun ilimli kosullar altinda refluks
edilmesi gibi basit ve anlagilir bir yontem kullanilmistir. Hedef benzoil benzimidazollerin
antioksidan arastirmalari, dort farkli yontem kullanilarak degerlendirilen 6nemli metal
selatlama aktivitesi (MCA), FRAP ve DPPH-SA seviyelerine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bilesik 3e, herhangi bir bilesik arasinda en iyi DPPH-SA'ya sahip oldugu bunun
da periferal benzen halkasinin metadikloro tiirevlerine atfedilebilecegi belirtilmisdir. Bilesik
3d en yiiksek MCA (11,79 + 0,66 ug EDTA esdegeri) ve orta diizeyde FRAP ve DPPH-SA
giicline (4,01 £ 0,73 ve 2,81 £ 0,20 ug trolox esdegeri) sahip oldugunu, bunun da muhtemelen
benzen halkasi iizerindeki orto ve para pozisyonlarindaki hidroksi gruplarinin varligindan

kaynaklanabilecegi belirtilmistir. (Aroua vd., 2021)
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3a-h
R; 3a=4-Cl, 3b=4-Br, 3c=2-OH, 3d=2,4-dihydroxy, 3e=2,4-dichloro, 3f=2-OH, 3g=4-F, 3h=4-COOH.

Sekil 1.59. 3a-h bilesiklerinin yapisi.

Tamang ve ark., 2020 yilinda, 19 Yeni benzimidazol bilesigi sentezlemis ve antioksidan
ozellikleri acisindan test etmislerdir. Sonuglar, BNZ-1, BNZ-2, BNZ-3, BNZ-9 ve BNZ-10
bilesiklerinin yiiksek dozlarda, askorbik aside benzer miikemmel DPPH temizleyicileri
oldugunu, BNZ-1, BNZ-2, BNZ-3, BNZ-16 ve BNZ-17 'nin ise etkili ABTS radikal
temizleyicileri oldugunu gdstermistir (%79,02; %78,52; %75,32; %79,54; %79,03; sirasiyla).
Yapisal aktivite agisindan, benzimidazol c¢ekirdegi tizerindeki elektron verici fonksiyonel
gruplarin konumunun beklenen antioksidan aktiviteyi artirabilecegi belirtilmistir. (Tamang,

2020)
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Sekil 1.60. BNZ1-19 bilesiklerinin yapisi.
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Bir grup 2-arilbenzimidazol tiirevi 3-40, 45, 6zellikle hem giines radyasyonu hasarina hem de
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi hareket edebilen ¢oklu koruyucu
ajanlar baglaminda dualistik bir fonksiyonel profile sahip molekiiller elde etmek amaciyla
sentezlenmistir. 2-Arilbenzimidazoller, DPPH, FRAP ve ORAC testleri kullanilarak ¢esitli
radikallere kars1 degerlendirilmis ve degisen aktivite profilleri gostermistir. 2-Aril kismindaki
hidroksi gruplarinin sayist ve konumunun yani sira bir dietilamino veya 2-stiril grubunun
varligimin yiiksek antioksidan aktivite ile iligkili oldugu kesfedilmistir. Benzimidazol
cekirdeginin 5. pozisyonunda bir siilfonik asit grubunun varligi en az elverigli iken, 5-Siyano
veya 5-karboksilik asit gruplarina sahip tiirevler orta ile yiliksek antioksidan aktivite
sergilenmistir. En iyi antioksidan kimyasallar, ¢esitli profiller ortaya ¢ikaran UV filtreleme
aktiviteleri acisindan incelenmistir. Bilesikler 15, 38 (siilfonik asit grubu ile) ve 2-stiril-
benzimidazol 45 en yiiksek genis spektrumlu filtreleme aktivitesine sahip olarak
bildirilmigdir.

DPPH test sonuglarina gére, FRAP analizinde en etkili tiirevlerin 13-17 ve 31-37 oldugu, 2-
hidroksi-3-etoksifenil tiirevleri (21, 22), 2-hidroksi-4-(dietil)amino tiirevi 38 ve 4-
hidroksistiril tiirevi 45’inde iyi etki gosterdigi bildirilmistir. DPPH ve FRAP testlerinden
sonra en ilging profillere sahip bilesikler, genel antioksidan aktivite profillerini belirlemek
icin ek bir teste (ORAC) tabi tutulmustur. 4-Hidroksistiril tiirevi 45 en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip ve 2-hidroksi-4-(dietil)aminofenil tiirevleri 37 ve 38 ise yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip olarak bildirilmiglerdir. (Baldisserotto vd., 2020)

R4 R,
R N
N
H R, R,
Compound | R R1 R2 R3 Rs | Rs
3 H H H OH H H
4 CN H H OH H H
5 COOH | H H |OH H |H
6 SOsH | H H OH H H
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11 SOsH H OH | H H H
12 CN OH H OH H H
13 CN OH H H OH | H
14 COCH | OH H H OH | H
15 SOsH OH H H OH | H
16 CN H OH | OH H H
17 COOH | H OH | OH H H
18 CN H OH | OMe H H
19 COCH | H OH | OMe H H
20 SOsH H OH | OMe H H
21 COCH | OH OEt | H H H
22 SOsH | OH OEt | H H H
23 COCH | OH H OMe H H
24 SOsH OH H OMe H H
25 CN OH H H Cl H
26 COCH | OH H H Cl H
27 SOsH OH H H Cl H
28 CN OH H H Br |H
29 COOH | OH H H Br |H
30 SOsH OH H H Br | H
31 CN OH OH | OH H H
32 COOH | OH OH | OH H H
33 SOsH OH OH | OH H H
34 CN OH H OH H OH
35 COOH | OH H OH H OH
36 SOsH OH H OH H OH
37 COOH | OH H OH H OH
38 SOsH | OH H [ NEt)[H [H
39 COOH | 2-OH-naphthyl

40 SOsH | 2-OH-naphthyl

45 COOH | 4-OH-styryl
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Sekil 1.61. 3-40, 45 bilesiklerinin yapisi.

1,2-Bis(1-metil-1Hbenzo[d]imidazol-2-iltiyo)etan 1 ve onun dikatyonik analogu 2, 1-metil-
1H-benzo[d]imidazol-2-tiyol'den sentezlenmis ve DPPH ve hidrojen peroksit radikal
siipiirme testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki bilesik de antioksidan etki
gostermistir; ancak, katyonik muadili iyi bilinen antioksidan Vit C'den daha iyi performans
gostermistir. DPPH yaklasimi, katyonik analog 2 i¢in 14,5 uM ve bilesik 1 i¢in 57,5 uM ICsp
degerleri verilmistir. Hidrojen peroksit temizleme deneyinde, bilesik 1 'in 1Cso degeri 638,6

ug/mL iken, katyonik analog 2 'nin ICso degeri 398,9 pg/mL olmustur. (Yildiz, 2020)
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Sekil 1.62. 1-2 bilesiklerinin yapist.
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Molekiiler hibridizasyon teknigi ile baslangic maddesi olarak 2-aminotiyazol kullanilarak bir
seri yeni siibstitiie benzimidazol-tiyazol 9a-I sentezlenmistir. DPPH deneyinde, 9a (%75,25),
9b (%80,28), 9d (%80,36), e (%70,24), 4f (%72,21) ve 9h (%73,58) bilesikleri standart
olarak askorbik asit (%75,38) ile karsilagtirildiginda miikemmel radikal siipiirme aktivitesi
sergilenmistir. Geri kalan bilesikler orta diizeyde radikal siiplirme aktivitesi gdstermistir.

DPPH radikal aktivitesinin tim araligr %80,36-60,38 olarak bulunmustur. Sentezlenen bu
bilesikler arasinda 9b (%72,28), 9¢ (%72,95), 9d (%76,57), 9f (%70,61) ve 99 (%72,36) 1himh
‘OH radikali stipiirme yetenekleri gostermistir. Bilesiklerin geri kalam %68,20 ila %50,66
arasinda degisen ortalama siipiirme 6zelligi sergilenmistir. 9b (%70,39), 9d (%73,92), e
(%71,68) ve 9h (%72,10) bilesikleri askorbik asit (%75,38) ile karsilastirildiginda orta
diizeyde siiperoksit radikali (SOR) siipiirme aktivitesi gosterirken, diger bilesikler tekdiize
SOR siipiirme aktivitesine (%69,91-48,37) sahip olarak bildirilmistir. (Hebade vd., 2023)
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Sekil 1.63. 9a-1 bilesiklerinin yapisi.

Cesitli yeni, 1,2-dislibstitiie benzimidazoller sentezlenmis ve antioksidan aktivite agisindan
test edilmistir. Bilesik 3, 5, 10 ve 12 (s1as1 ile, SCso degerleri: 6,98, 7,69, 6,30 ve 10,10 pg/mL)
geleneksel BHT'den (SCso degeri: 10,67 pg/mL) daha yiiksek radikal siipiirme aktivitesi
gostermislerdir. Ayrica, 4, 6, 8, 12 ve 13 numarali bilesikler 6nemli 6l¢iide DPPH radikal
siipiirme aktivitesine sahip olarak bildirilmistir. Benzimidazoliin ikinci konumundaki 1,2,4-
triazol halkasinin benzimidazol ¢ekirdeginin antioksidan aktivitesini arttirdigi belirtilmistir.
CUPRAC teknigine gore, benzimidazol tiirevi bilesiklerin antioksidan aktivitesi, en aktif
molekiillerden en az aktif molekiillere dogru asagidaki gibi smiflandirilmigtir:
10>5>3>12>13>6>8>4>16>15>2>7>11>1>14>9. Bilesik 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 ve 13, ABTS
radikal siipiirme deneyinde 6,0 pg/mL final konsantrasyonda iyi performans gostermistir.
Ayrica, 1,5 ng/mL final konsantrasyonda, 3, 8, 10 ve 13 numarali bilesikler ABTS' radikalinin

yarisindan fazlasini temizlenmistir. (Karaali vd., 2019)
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Sekil 1.64. 1-16 bilesiklerinin yapisi.

4-Hidroksibenzaldehitler kullanilarak bir seri yeni 2-siibstitiie-1H-benzimidazol tiirevleri
sentezlenmistir. Antioksidan etkileri in vitro modellerde test edilmistir. incelenen bilesikler
arasinda, izobornil ve tert-biitil gruplarina sahip 2-siibstitie 1H-benzimidazoliin,
biyomolekiilleri ve hiicreleri akut oksidatif stresten korumada en etkili oldugu gdsterilmistir.
Bilesik 9 ve 10°un, fenolik hidroksi grubuna ortopozisyonda bir izobornil ve bir alkil
siibstitiienti ile en iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. iki izobornil
segmentine sahip 7 ve 8 numarali tiirevler biraz daha diisiik aktivite gostermistir. Terpen
siibstitiientleri icermeyen, 11 ve 12 en disiik antioksidan aktiviteyi sergilenmislerdir.

(Dvornikova vd., 2019)
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Sekil 1.65. 7-12 bilesiklerinin yapisi.

Benzimidazol pargasi tasiyan on dort yeni [1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin tiirevi (7a-n)
tek pot nitro indirgeyici siklizasyon islemi kullanilarak sentezlenmis ve DPPH, nitrik oksit ve
stiperoksit radikal siipiirme teknikleri kullanilarak in vitro antioksidan 6zellikleri agisindan
test edilmistir. Bulgular, 3-(2-(3,4-dimetoksifenil)-1-propil-1H-benzo[d]imidazol-5-il)6-4-
tolil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin (7c) bilesiginin hem DPPH hem de nitrik oksit
radikalini siipiirmede giiglii oldugunu ortaya koymustur. Bilesik 7c, elektron verici gruplarin
varligi nedeniyle ICso degerleri sirasiyla, 23,75 ve 23,14 pg/ml olan askorbik asit ila
karsilastirildiginda 13,57 ve 18,55 pg/ml ICso degerlerine sahip bulunmustur. Elektron veren
gruplar elektron ¢eken gruplarla yer degistirdiginde, aktivite azalmstir. Siiperoksit radikal
siipiirme aktivitesi, muhtemelen aktif bir hidrojen atomunun yoklugundan dolay1 orta diizeyde

bulundugu bildirilmistir. (Sathyanarayana vd., 2020)
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7a-n

7a: R1=3,4-(Me0)2, R2=4-Cl; 7b: R1=3,4-(MeQ)2, R2=4-Br; 7c: R1=3,4-(MeO)2, R2=4-Me; 7d: R1=3,4-(MeQ)a,
R2=4-H; 7e: R1=3,4-(Me0)2, R2=4-MeO; 7f: R1=3,4-(MeQ)2, R2=4-0:N; 7g: R1=3,4-(MeQ)2, R2=4-F; 7h:
R1=2,3-Cl2, R2=4-Br; 7i: R1=2,3-Clz, R2=4-Cl; 7j: R1=2,3-Cl2, R2=4-F; 7k: R1=2,3-Cl2, R2=4-MeO; 7I: R1=2,3-
Clz, R2=4-Me; 7m: R1=2,3-Cl2, R2=4-H; 7n: R1=2,3-Cl2, R2=4-02N

Sekil 1.66. 7a-n bilesiklerinin yapisi.
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Fenolik hidroksi gruplari ve bir hidrazon pargasi i¢eren benzimidazol bilesikleri (3-15) radikal
temizleyiciler ve antioksidan bilesikler olarak gelistirilmistir. Hedef bilesikler basit bir
sentetik teknik kullanilarak sentezlenmis ve DPPH, FRAP ve ORAC testleri kullanilarak
antioksidan aktivite agisindan incelenmistir. Benzimidazol hidrazon, 3-15 'in radikal siipiirme
aktivitesi, aril halkasi {izerinde tek bir hidroksi grubu bulunan hidrazonlarin (3-5) diisiik
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gosterilmistir. 4. Pozisyondaki ikinci bir hidroksi grubu
(hidrazon 6), 2-hidroksifenil analogu 3 ile karsilastirildiginda antioksidan kapasiteyi yaklagik
8 kat artirdig1 bildirilmisdir. Bilesik 7'deki, 4-hidroksi grubunun 5. pozisyona kaydirilmasi,
hidrazon 3'iin {izerinde 400 katlik bir aktivite artis1 ile sonuglanmistir. Hidrazon 6 'min 3.
pozisyonuna ti¢lincii bir hidroksi grubunun eklenmesi, bilesik 8'in aktivitesinde 55 kat artigla
sonuglanmistir. Aksine, 6. pozisyonuna (bilesik 9) ti¢iincii bir hidroksi grubunun eklenmesi,
hidrazon 6 ile karsilastirildiginda neredeyse degismeden kalan antioksidan etkinligi
etkilememistir. Bu bulgular, yliksek antioksidan etkinligin hidroksi gruplarinin sayisindan

ziyade konumlariyla baglantili oldugunu agiklamislardir. (Baldisserotto vd., 2020)
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3-15
Ar= 3; 2-OH- fenil, 4; 3-OH- fenil, 5; 4-OH- fenil, 6; 2,4-(OH)2- fenil, 7; 2,5-(OH)2- fenil, 8; 2,3,4-(OH)z- fenil,
9; 2,4,6-(OH)s3-phenyl, 10; 2-OH-4-OMe-phenyl, 11; 2-OH-3-OEt-phenyl, 12; 3-OH-4-OMe-phenyl, 13; 2-OH-
4-N(Et)2-phenyl, 14; 2-OH-5-Cl-phenyl, 15; 2-OH-5-Br-phenyl

Sekil 1.67. 3-15 bilesiklerinin yapisi.

5-Morfolin-4-il (veya 4-metilpiperazin-1-il)-2-nitroanilin ve farkli aldehitlerden baslayarak
yeni  2-(aril)-6-morfolin-4-il (veya 4-metilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol tiirevleri,
sentezlenmistir. Baglangigta, CUPRAC ve FRAP yontemleri kullanilarak in vitro antioksidan
aktivite acisindan degerlendirilmisler, ayrica, bu bilesiklerin radikal siiplirme kapasiteleri
ABTS+ ve DPPH teknikleri kullanilarak da belirlenmistir. Sonuglar, tiim bilesiklerin son
derece giiglii temizleme aktivitesine sahip oldugunu ortaya koymustur.

Bilesik 2d, CUPRAC tekniginde 19,703 = 0,061 mM TEAC/mg ile en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu ve bilesik 1c, le ve 1g sirasiyla, 19,418 £ 0,036; 17,87 + 0,130 ve
17,800 £ 0,130 mM/mg ‘lik TEAC degerlerine sahip olduklar1 bildirilmistir. Bilesiklerin
FRAP yontemine gore antioksidan aktivitesi, en aktif molekiillerden en az aktif molekiillere
dogru asagidaki gibi siralanmistir: 1h > 2d > 1g > 1¢ > 2h > 1le > 2g > 2¢ > 2b > 2a > 2f > 2¢
>1d > 1f > 1a > 1b. Bilesik 1a, 1c, le, 1f, 1g, 1h ve 2d’nin, 24 ug/mL nihai konsantrasyonda
diger bilesiklerden daha yiiksek ABTS+ radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu, bilesik
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2d, 6 pg/mL nihai konsantrasyonda radikal siipiirme aktivitesi agisindan diger bilesiklerden
daha iyi performans gosterdigi, 1d, 2d ve 2g bilesiklerinin 60 pg/mL nihai konsantrasyonda
etkili DPPH radikal siiptirme etkisi gostermis oldugu, 1d, 1g ve 2d bilesiklerinin, 3,75 pg/mL
nihai konsantrasyonda askorbik asit ve Trolox ile karsilastirildiginda etkili radikal siiptirme
etkisi gosterdigi bildirilmistir. Buna karsilik, 2g bilesiginin de ayn1 konsantrasyonda iyi bir

etkiye sahip oldugu da agiklanmustir. (Ozil vd., 2018)
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Sekil 1.68. 1a-h, 2a-h bilesiklerinin yapisi.

Bir seri, siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin (3A-1, 3A-2, 3A-3, 3B-1 ve 3B-2) sentezi,
katalizor olarak amonyum tuzu kullanilarak, ¢esitli 0-arildiamin bilesiklerinin ilgili aldehit
tirevleri ile kondenzasyon yoluyla gergeklestirilmistir. Sentezlenen benzimidazol
tiirevlerinin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal siipiirme testi ile incelenmistir. 3A-

1, 3A-2, 3A-3 ve 3B-2 bilesiklerinin, standart biitil hidroksi toluen (BHT) (14,44 pg/ml) ile
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kargilagtirildiginda sirasiyla 0,038, 0,959, 8,834 ve 7,519 pg/ml ICso degerleri ile 6nemli
antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir. (Brishty vd., 2020)

OCH,
N N
OISO CCOroms
N N >—<i%oow3
H N
3A-1 3A2 OCH,
OCH,
CH3 CH3
N N 3A-3
N N
H
OCH,
3B-1 3B-2

Sekil 1.69. 3A-(1-3), 3B-(1-2) bilesiklerinin yapisi.

Benzimidazol 2a-g ve 3-5 tiirevlerini olusturmak i¢in verimli ve g¢evre dostu bir siireg
tasarlanmistir. ZnO nanopartikiiller, monosiibstitiie benzimidazolleri olusturmak igin
stibstitiie aromatik aldehitlerin o-fenilendiamin ile siklokondensasyonuna aracilik etmistir.
Karsilagtirmak i¢in pozitif kontrol amagla, askorbik asit kullanilmis ve antioksidan aktivite
calismasinda, DPPH radikal siipiirme yontemi uygulanilmistir. ICso degeri 7,35 (ug/mL) olan
2a bilesigi en aktif bilesik olarak agiklanmistir. Bunun nedeni, muhtemelen aromatik halkaya
antioksidan nitelikler kazandiran serbest hidroksil grubunun mevcut olmasi ve serbest
radikalin bu gruptan hidrojen alarak nispeten Kkararli bir versiyonunu olusturmasi olarak
aciklanmistir. 2¢c ve 5 Bilesiklerinin orta ile kayda deger diizeyde antioksidan aktivite
gosterdigi de bildirilmistir (77,07-85,21 pg/mL). (Mohammed vd., 2023)
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Sekil 1.70. 2a-g, 3-5 bilesiklerinin yapisi.

MOE yazilimi kullanilarak, yeni sentezlenen ila¢ hedefleri, sitokrom c peroksidaz enzim

(PDB kodu: 2X08) aracili bir referans olan askorbik asit ile karsilastirilmistir. Askorbik asit
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Asp37, Gly41, Val4d5 ve Argl84 ile dort hidrojen baglantisi olusturdugu, bilesik 2a ve 5°in,
sirastyla -7,3817 ve -7,1462 kcal/mol enerjileri ile 6ngoriillen baglanma modlarina sahip
oldugu bildirilmistir. Bilesik 5, His181 ile basarili bir hidrojen bag1 kurarken, bilesik 2a, ise
Ser81 ile bagarili bir hidrojen bagi kurdugu belirtilmistir. (Mohammed vd., 2023)
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Sekil 1.71. PDB: 2X08 ¢ peroksidaz enziminin askorbik asit ve bilesiklerle (2a ve 5) 3D ve 2D
etkilesimi.
Giimriik¢iioglu vd., 2021 yilinda, yeni benzimidazol tiirevleri tiretilmis ve EROD enzim
aktivitesi, lipid peroksidasyon inhibisyonu ve DPPH radikal siipirme giicleri olgiilerek
antioksidan aktiviteler a¢isindan incelenmislerdir. Grupta, en dikkat ¢ekici etkiyi sergileyen
2a, 2b, 3a ve 3b bilesiklerinin BHT ye (%81) kars, sirasiyla %58; 41; 53 ve 39 gibi zayif
inhibisyon degerlerine sahip olduklar1 bildirilmistir. EROD enzim aktivitesi testinde 2a
(%69), 4a (%64), 4c (%68) ve 4d (%66) bilesiklerinin kafeine biraz yakin (%79) oldugu tespit
edilirken, diger bilesiklerin de 6nemli 6l¢iide (%41-60) etkili oldugu bildirilmistir. Bilesik 2a
(%58) lipid peroksidasyonu iizerinde BHT (%72) ile karsilastirilabilir etkilere sahipken,
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bilesik 4b (%40), 4c (%39) ve la (%34) ise hafif etkilere sahip olarak tanimlanmslardir.
(Gumriikgtioglu, 2021)
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Sekil 1.72. 1-3(a, b), 4a-d bilesiklerinin yapisi.

Bir seri yeni, benzimidazol-1,3,4 oksadiazol tiirevleri (1A-5A) sentezlenmis ve DPPH radikal
siipiirme deneyi kullanilarak antioksidan 6zellikleri agisindan test edilmisler ve dikkate deger
antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Bilesik 3A en giiclii antioksidan olarak
belirlenmistir (ICs0=78,4+1,46 pg/ml). Bilesik 4A standart antioksidan askorbik asit
(ICs0=11,5140,31 pg/ml) ile karsilastirildiginda, ikinci en gii¢lii antioksidan bilesik oldugu
degerlendirilmistir (IC50=80,95+0,74 pg/ml). Bu sonug, sadece 2A, 3A ve 4A bilesiklerinin
enzim inhibisyon-segiciligini ve in-vivo antioksidan aktivite sonuglarmin dogrulandigini
gostermekte oldugu seklinde agiklanmugtir. Bilesiklerin kinetik kararliligimi, elektrik
iletkenligini ve kimyasal reaktivitesini (HOMO ve LUMO) degerlendiren YFT
incelemelerinin bulgulari, bilesik 1A ve bilesik 2A 'nin yiiksek X degerlerinin gosterdigi gibi
amino asitlerle kolayca etkilesime girebilecegi fikrini desteklemekte oldugu belirtilmistir.

(Bhandari vd., 2023)
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Sekil 1.73. 1A-5A bilesiklerinin yapisi.

Bazi, 2-(2-fenil)-1H-benzo(d)imidazol-1-il)-N'-(arilmetilen) asetohidrazid tiirevleri 1-12,
lipid peroksidasyonu (LPO) seviyelerine bagli sican karaciger mikrozomal
nikotinamidadenin diniikleotid fosfattaki LPO seviyelerinin ve EROD aktivitesinin
inhibisyonu 6lgiilerek in vitro antioksidan aktiviteleri agisindan incelenmistir. Bir tiyofen
halkasina sahip olan bilesik 6 hari¢, sentezlenen tiim bilesikler LPO inhibe edici etki
sergilenmistir (%15-57). Maddelerin neredeyse tamami EROD {izerinde %2-20 oraninda az
inhibitor etki gostermistir. BHT, LPO seviyesinde %65 inhibisyon gostermistir, ancak
benzimidazol halkasinin ikinci pozisyonunda bir p-bromofenil siibstitiienti bulunan ve en

aktif molekiil olan 3’{in ise %57 inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. (Basaran vd., 2020)
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Sekil 1.74. 1-12 bilesiklerinin yapisi.

1,2-Bis(2-benzimidazolil)-1,2-etandiol (C1), molekiilii sentezlenmis ve DPPH radikal
siipiirme aktivitesi kullanilarak antioksidan aktivite agisindan test edilmistir. 1 mg/mL

Konsantrasyonda %42,9'luk iyi bir inhibisyon sergiledigi bildirilmistir. (Ouaket vd., 2022)
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Sekil 1.75. C1 bilesiginin yapisi.

Bir seri benzimidazol siibstitiie kumarin-3-karboksamid analogu sentezlenmis ve antioksidan
kapasiteleri DPPH ve ABTS deneyleri kullanilarak degerlendirilmistir. Standart askorbik asit
(ICs0 = 92,67 uM) ile karsilastirildiginda, karboksamid baglayici tizerinde pikolin ikamesi
olan bilesik 10j, 89,57 uM ICso degeri ile DPPH radikal siipiirme igin en giiglii analog
oldugunu kanitlanmigtir. Benzer sekilde, 3,5-dimetoksi fenil siibstitiie karboksamid
baglayicili 10f bilesigi, standart ilag trolox (ICso = 96,24 uM) ile karsilastirildiginda ABTS
radikaline kars1 en giiclii siiplirme aktivitesini (ICso = 93,45 uM) gosterdigi bildirilmistir.
(Patagar vd., 2023)
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Sekil 1.76. 10a-j bilesiklerinin yapisi.
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2-Aril-2,3-dihidro-4H-[1,3]tiazino[3,2-a]benzimidazol-4-on (111) bilesigi sentezlenmis ve
referans antioksidan trolox (%70+0,35) ile karsilastirildiginda bilesik III, DPPH radikaline
kars1 yiiksek diizeyde Inhibisyon degeri (%73+2,42) gosterilmistir. Bilesik 111 ile DPPH
reaksiyonu i¢in enerji profili kullanilarak, antioksidan aktivitenin aromatik halka ile tiyazin
halkasinin C12'si arasinda, radikal konjugasyonunun meydana gelebilecegi HAT (H12)
mekanizmasi yoluyla gerceklestirildigi gosterilmistir. Bilesik 111in ABTS-+'daki %99+1,18
inhibisyonu, referans antioksidan olarak askorbik asidin %98+0,34 inhibisyonu ile

karsilastirildiginda, sonuglarin benzer oldugu bildirilmistir. (Rodriguez vd., 2020)
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Sekil 1.77. III bilesiginin yapist.

3-Formilkromonlar ve 4-((2-aminofenil) imino)-2,6-di-tert-butilsikloheksa-2,5-dienon
reaksiyonu bir seri N-siibstitiie benzimidazol tiirevi verilmistir. Referans standart olarak
Trolox kullanilarak, 1-8 bilesiklerinin antioksidan aktivitesini arastirmak i¢in DPPH radikal
siipiirme tekniknigi kullanilmistir. Trolox'un aktivitesi 0,15+0,002. Bilesik 1, 3, 5 ve 7,
referans ilag¢ Trolox ile karsilagtirilabilir HOMO enerji degerleri ile en iyi antioksidan etkinligi
gosterdigi bulunmustur (ICso sirasi ile, 0,015; 0,013; 0,017; 0,019 pumol/ml). (Shatokhin vd.,
2022)
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1. R1=R2=R3=Rs=H, 4. R;=0OCHj3 7. R1=CHs
2. R1=R3=CH3s 5.R:=F 8. R1=CHj3, R3=CHCl
3. R2=OAc 6. Ri=CHjs, Rs=l 9. Ri-R3s=H, R4=N(Me)Ph

Sekil 1.78. 1-9 bilesiklerinin yapisi.

o-Fenilendiaminden hareketle, yeni bir seri, 1-(siibstitiie benziliden)-4-(4-(3-0kso-3-(1-

(piperidin-1-ilmetil)-1H-benzoimidazol-2-il) prop-1-enil) fenil) semikarbazid (F1-F5)
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sentezlenmistir. DPPH Scavenging teknigi kullanilarak her bir molekiiliin antioksidan
aktivitesi degerlendirilmistir. Test edilen bes madde arasinda F3 gii¢clii antioksidan aktivite
gostermistir (DPPH siiplirme aktivitesi %50,88+0,15) ve antioksidan aktivite icin model
kimyasal olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. (Selvakumaran vd., 2023)

NN
N DR
@[\ N o L,
N
)y o
@
F1-F5

Fl= F2= F3= F4= F5=
E@ 75@'@2 g@r( o _g@CHS
Sekil 1.79. F1-F5 bilesiklerinin yapist.

4,4'-((2-(Substittie-aril)-1H-benzo[d]imidazol-1,3(2H)-diil)bis(metilen))difenol (3a-9),
Schiff bazlarinin indirgenme {irliniiniin asetik asit varliginda fenolik hidroksil igeren aril
aldehitlerle siklize edilmesiyle basariyla sentezlendigi aciklanmigtir. Antioksidan kapasiteyi
taramak i¢in FRAP ve DPPH testleri kullanilmigtir. 3b (88,27+0,043) ve 3c (83,19+0,059)
bilesiklerinin antioksidan kapasitesi, DPPH Inhibisyon vyiizdesi askorbik asitinkinden
(90,67+0,032) marjinal olarak daha diisiik olarak bulunmustur. (Shakir vd., 2022)
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Sekil 1.80. 3a-g bilesiklerinin yapisi.
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Vanilin, siringaldehit ve veratraldehit kalintilari igeren benzimidazol-2-tiyon’lar sentezlenmis
ve kararli serbest radikaller (ABTS ve DPPH) iceren sistemlerde radikal siipiirme
potansiyelleri agisindan test edilmis ve lesitinin, ferr6z demir kaynakli oksidatif hasarina karsi
koruma etkileri degerlendirilmistir. Her tiirevin, ABTS konsantrasyonunu diistirme
potansiyeli gosterdigi ve veratraldehit kalintis1 igeren bilesiklerin DPPH sisteminde
absorbansda istatistiksel olarak anlamli bir diigiis gostermedigi bildirilmistir. Calisilan her
maddenin, ferr6z demirin neden oldugu oksidatif molekiiler hasar1 azalttigi ve belirlenen
koruyucu etkinin, kuersetin ve trolox gibi giiclii referans antioksidanlarla ayni konsantrasyon

araligina diistiigii bildirilmistir. (Anastassova vd., 2019)

R
7N

—

N\
k%
1-3 ==

R
=3,4-diOCH3
4-OH, 3,4-diOCHj3

1.R
2.R
3. R=4-0OH, 3-OCH3s

Sekil 1.81. 1-3 bilesiklerinin yapist.
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Bu tez ¢calismasinin amaci, yeni benzimidazol tiirevlerinin tasarimi, sentezi, karakterizasyonu,
docking ¢alismalari, anti-enflamatuar ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasidir. 5(6)-
siibstitiie ve/veya 2-siibstitiie-1H-benzimidazol tiirevi bilesiklerin (H1-H27) tasarimi ve
sentezinin gergeklestirilmesidir. Sentezlenen bilesiklerin gesitli spektroskopik teknikler (MS,
'H NMR ve C NMR) kullanilarak spektral karakterizasyonlari ile yapilarinin tamimlanmasi
ve bu tiirevlerin anti-enflamatuar ile antioksidan aktivitelerinin biyolojik agidan incelenmesi

tasarlanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Elde Edilen Bilesiklerin Sentezleri, Saflastirma islemleri ve Yapi

Analizlerinde Kullanilan Gerecler.
2.1.1.1. Sentez islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

4-Kloro-fenol (Sigma Aldrich), benzil alkol (Merck), 5-kloro-2-nitroanilin (Sigma Aldrich),
5-Kloro-4-fluoro-2-nitroanilin (abcr), 1-kloro-2-nitrobenzen (Sigma Aldrich), 2,4-Dikloro-1-
nitrobenzen (Sigma Aldrich), 4-metoksibenzaldehit (Sigma Aldrich), 2-metoksi benzaldehit
(Sigma Aldrich), 2,4-dimetoksi benzaldehit (Sigma Aldrich), 2,4-dikloro benzaldehit (Sigma
Aldrich), 2,6-dikloro benzaldehit (Sigma Aldrich), 4-siyano benzaldehit (Sigma Aldrich), 2,5-
difluoro benzaldehit (Sigma Aldrich), 3,4-dimetoksi benzaldehit (Sigma Aldrich), kalay(ll)
kloriir (Sigma Aldrich), kons. HCI (%37) (Merck), anhidr potasyum karbonat K,COs3 (Across
Organics), sodyum bisiilfit (Sigma Aldrich), morfolin (Sigma Aldrich), 1-fenilpiperazin
(Sigma  Aldrich), etilamin (Sigma Aldrich), propilamin (Sigma Aldrich), (4-
klorofenil)metanamin (Sigma Aldrich), hidroksilamonyum kloriir (Sigma Aldrich), potasyum
hidroksit (Riedel deHaen), N,N-dimetil formamid (DMF) (Tekkim), (DMSQO) (Carlo Erba),
absoliit etanol (Riedel deHaen), metanol (Merck), etil asetat (Carlo Erba), n-hekzan (Isolab),
kloroform (Carlo Erba), diklorometan (Carlo Erba), dietil eter (Riedel deHaen), aseton (Sigma
Aldrich).

2.1.1.2. Kromatografik Analizler

Sentez ¢alismalari sirasinda reaksiyonlardaki gelismeyi izlemek, elde edilen {irlinlerin saflik
derecelerini saptamak amaci ile Ince Tabaka Kromatografisinden (ITK) yararlanilmustir.
Uygulamada Kieselgel-60 GF254 (Merck) kapli aliiminyum plaklar kullanilmustir. Lekelerin
belirlenmesinde 254 nm ve 366 nm dalga boyundaki UV (Camag UV Lambasi) 1s18indan
yararlanilmustir. ITK'de kullanilan ¢Oziici sistemleri 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1

oranlarinda etil asetat: n-hekzandir.

Elde edilen tiim bilesikler kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Partikiil boyutu 60, 0,040-
0,060 nm (230-400 mesh) olan silikajel (Merck) kullanilmigtir. Kullanilan kolonun ¢ap1 4 cm
ve kullanilan silika jel miktar1 40-50 g arasindadir. Elde edilen bilesikler az miktarda mobil
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fazda (5-6 ml) ¢oziindiiriildiikten sonra kolona tatbik edilmistir. Kolon kromatografisinde

mobil faz olarak kullanilan ¢6ziiciiniin tiirii ve bilesimi yontemler boliimiinde belirlenmistir.
2.1.1.3. Erime Noktas1 Tayinleri

Sentezlenen bilesiklerin erime nokta tayinleri, Buchi B-540 cihazi ile belirlenmis ve sonuglar

diizeltilmeden verilmistir.
2.1.1.4. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizleri (*H, $3C)

NMR Spektrumlari, Varian Mercury (AGILENT) 400 MHz and BRUKER AVANCE NEO
500 MHz FT spektrometresinde gergeklestirilmistir. i¢ standart madde olarak tetrametilsilan
(TMS), ¢bziicii olarak DMSO-d6 kullanilmistir. Analizler Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi merkez laboratuvari'nda gergeklestirilmistir.
2.1.1.5. Kiitle (Mass) Spektrumlari

Kiitle analizleri Waters 2695 Alliance Micromass ZQ marka LC-MS spektrometresinde
Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) (+) yontemi ile gerceklestirilmistir. Analizler sentezlenen
bilesiklerin molekiil agirliklarim1 belirlemek/dogrulamak ve safliklarmi kontrol etmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Analizler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez

Laboratuvari'nda gergeklestirilmigtir.

2.1.2. Elde Edilen Bilesiklerin Anti-inflamatuar ve Antioksidan Etki Tayininde

Kullanilan Geregler

Tam insan kani, heparinize santrifiij tiipleri, steril salin soliisyonu, Izotonik steril tampon
¢ozeltisi, sodyum fosfat, sodyum kloriir, indometazin, DMSO, methanol, DPPH, butil
hidroksi toluene (BHT), ABTS, potasyum perstilfat, ethanol, Trolox.
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2.2. Yontem

2.2.1. H1-H13 Bilesiklerinin Sentezi

Elde edilen H1-H13 bilesiklerinin sentetik yollar1 ve elde edilen bilesiklere ulasmak igin

gerekli ara bilesikler Sekil 2.1'de gosterilmistir.

NO,
cl” : :NHZ

1

K,CO,/DMF
K,CO3/DMF

4-Kloro-fenol Benzil alkol
2 3

NO,
” /@:
R
R /@i o NH
o NH, 2
4 5

SnCly/HCI |Etanol SnCl/HCl | Etanol

NH,
" /@i
R
R /@i o NH,
o NH,
6 7

+ +

H
HO SO3Na ° HO SO3Na
R R
R. R 5 1
° ! Na,S,05 Na,S,05 Rs Ry
- _
Etanol/H,0 Etanol/H,0
R R
Ry R, 4 2 Ry Ry
R
R; 2 Ry
9 8 9
DMF DMF
R, R, R4 Rz
H
N N
R; Ry
R ~ / R /

o N ~o N

Rs Ry Rs Ry

H7-H13 H1-H6
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Bilesik R R1 R2 Rs R4 Rs
H1 Benzil H H -OCH;s H H
H2 Benzil -OCH;s H H H H
H3 Benzil F H H F H
H4 Benzil H H -CN H H
H5 Benzil H H -COOH | H H
H6 Benzil Cl H H H Cl
H7 4-Klorofenil | -OCHz | H H H H
H8 4-Klorofenil | H H -OCHs | H H
H9 4-Klorofenil | H -OCHz | -OCHs | H H
H10 4-Klorofenil | -OCHz | H -OCHs | H H
H11 4-Klorofenil | Cl H H H Cl
H12 4-Klorofenil | CI H Cl H H
H13 4-Klorofenil | F H H F H

Sekil 2.1. H1-H13 bilesiklerinin sentezi.

2.2.1.1. 5-(4-Klorofenoksi)-2-nitroanilin (4) veya 5-(Benziloksi)-2-nitroanilin (5)

0,01 mol 5-Kloro-2-nitroanilin 1, 0,01 mol 4-kloro-fenol 2 veya benzil alkol 3 ve 0,01 mol
anhidr K,CO; ile DMF i¢inde 80 °C'de 6 saat boyunca reaksiyona tabi tutuldu. Reaksiyon
ortami sogutulup lizerine soguk su ilave edilip ¢oktiiriildii, siiziiliip kurumaya birakildi. Elde
edilen {irlin etanol ile kristallendirilerek, 5-(4-klorofenoksi)- veya 5-(benziloksi)-2-nitroanilin
(4, 5) saf kristal olarak elde edildi. (Cortés ve Anaya, 1997a; Gurney Gutekunst ve LeB Gray,
1922; W. Wang vd., 2014; Wiegrebe vd., 1970)

2.2.1.2. 4-(4-Klorofenoksi)-orto-fenilendiamin (6) ve 4-(Benziloksi)-orto-

fenilendiamin (7)

1 mmol 5-(4-Klorofenoksi)- veya 5-(benziloksi)-2-nitroanilin (4 ve 5) etanolde ¢ozildi,
SnCI/HCI ‘li ortamda rediiklendi ve oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Ortam %10 KOH
ile notralize edildi, etanoliin buharlastirilmasindan sonra {irtin etil asetat ile ekstraksiyon
yontemi ile saflastirilark elde edildi. Etil asetat indirgenmis basingta buharlastirilarak 4-(4-
klorofenoksi)-orto-fenilendiamin 6 ve 4-(benziloksi)-orto-fenilendiamin 7 elde edildi. (Kus
vd., 2001)
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2.2.1.3. Siibstitiie Benzaldehitlerin Sodyum Metabisiilfit Tuzlar (9)

Benzimidazol halkasmin siklizasyonunu saglayan ve baglangic maddesi olarak kullanilan
ilgili benzaldehit tiirevleri 8 (Immol), 20 mL etanolde ¢6ziildi. 0,01 mol Sodyum bistilfit 10
mL suda ¢oziildii ve sogutulan etanol ¢dzeltisinin {izerine porsiyonlar halinde ve iyice
karigtirarak ilave edildi. Bir miktar etanol daha eklenerek ¢ozelti sogutuldu. Olusan ¢okelti
stiziildli ve kurutuldu, boylece ilgili siibstitiie benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzlar: 9
elde edildi. (Kus vd., 2023)

2.2.1.4. H1-H13 Benzimidazol Tiirevlerinin Sentezi

Ilgili siibstitiie benzaldehitlerin 9 sodyum metabisiilfit tuzlar1 yukarida tarif edildigi gibi
hazirlandi ve bu tuzlardan 1 mmol, DMF i¢inde 1 mmol 4-(4-klorofeniloksi)-orto-
fenilendiamin 6 veya 4-benziloksi-orto-fenilendiamin 7 ile 135 °C'de 12 saat refluks edildi.
Reaksiyonun sonu ITK ile kontrol edilerek reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon ortami
sogutuldu ve soguk suya dokiildii. Cokelti siiziildii ve kurutuldu, kati1 madde toplandi ve H1-
H13 bilesiklerini elde etmek i¢in kolon kromatografisi ile saflagtirildilar. (Karatas vd., 2012;
Ozden vd., 2005; Ridley vd., 1965)

2.2.2. H14-18 Bilesiklerinin Sentezi

1 mmol 5-Kloro-N*-etil-4-fluoro-2-nitroanilin veya 5-kloro-4-fluoro-2-nitroanilin 10 etanol
iginde ¢oziildii ve SnClo/HCI ile rediiklendi ve oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Ortam
%10 KOH ile nétralize edildi, etanoliin buharlastirllmasindan sonra iiriin etil asetat ile
ekstraksiyon yoluyla elde edildi. Etil asetat diisiik basing altinda buharlastirilarak 5-kloro-N*-
etil-4-fluorobenzen-1,2-diamin veya 4-kloro-5-fluorobenzen-1,2-diamin 11 elde edildi. (Kus
vd., 2001)

1 mmol {lgili siibstitiie benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzu 9 ve 1 mmol 5-kloro-N*-
etil-4-fluorobenzen-1,2-diamin veya 4-kloro-5-florobenzen-1,2-diamin 11 ile DMF iginde
135 °C'de 12 saat refluks edildi. Reaksiyonun bitisi, ITK ile kontrol edildi ve reaksiyon
sonlandirildi. Reaksiyon ortamu sogutuldu ve soguk suya dokiildii. Cokelti siiziildi ve
kurutuldu ve temiz H14-H18 bilesiklerini elde etmek igin kolon kromatografisi ile
saflastirildilar. (Karatas vd., 2012; Ozden vd., 2005; Ridley vd., 1965)
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R
8
Etanol/H,0 |NaZSZOS

HO SO;Na R R
F NH 3 1 2
F NO2 gnerymC : DMF F N
—_— R * Rs Ry, 27 0 A\ R
cl E’R Etanol Cl E cl N\ 3
R R, R Rs Ry
10 11 R
9 H14-H18
Bilesik R Ri1 R2 Rs R4 Rs
H14 Ethyl | F H H F H
H15 H OCH; | H OCHs; | H H
H16 H H OCH3 | OCH3 | H H
H17 H Cl H H H Cl
H18 H Cl H Cl H H

Sekil 2.2. H14-H18 bilesiklerinin sentezi.

2.2.3. H19-H21 ve H22 Bilesiklerinin Sentezi

5-Kloro-4-fluoro-2-nitroanilin veya 5-kloro-N*-etil-4-fluoro-2-nitroanilin 10 (1 mmol) 10 ml
DMSO iginde ¢oziildii ve 1mmol morfolin ilave edildi. Karisim 145-150 °C'de 6 saat refluks
edildi. Reaksiyon ortami sogutuldu ve soguk sui lave edildi. Olusan ¢okelti siiziildi, kurutuldu
ve etanolden rekristalize edildi. 4-Fluoro-5-morfolinobenzen-1,2-diamin veya N!-etil-4-
fluoro-5-morfolinobenzen-1,2-diamin 16 elde etmek igin iiriin 14 etanolde ¢oziildii ve oda
sicakliginda 30 dakika SnClo/HCI ile rediiklendi. Bilesik 16, siibstitiie benzaldehitin sodyum
metabisiilfit tuzu 9 ile DMF iginde 135 °C'de 12 saat refluks edildi. Reaksiyon, ITK ile kontrol
edilerek sonlandirildi. Reaksiyon ortami sogutuldu ve soguk suya dokildii. Cokelti stiziildii
ve kurutuldu ve H19-H21 bilesiklerini saflagtirabilmek igin uygun solvanlar ile kolon
kromatografisi uygulandi. (Karatas vd., 2012; Ozden vd., 2005; Ridley vd., 1965; Sanna vd.,
1998)
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20 ml DMF iginde ¢oziilmiis 5-kloro-4-fluoro-2-nitroanilin 10 (1 mmol) ve 1 mmol 1-
fenilpiperazin 13 ve 1 mmol anhidr K,COs ilave edildi ve karistm 60 °C'de 6 saat refluks
edildi. Reaksiyon karisim sogutularak, soguk su ilave edildi. Olusan ¢okelek siiziildii,
kurutuldu ve etanolden rekristalize edildi. Uriin 15, SnCl,/HCI ortaminda oda sicakliginda 30
dakika boyunca rediiklendi. 4-Fluoro-5-(4-fenilpiperazin-1-yl)benzene-1,2-diamine 17 DMF
iginde benzaldehitin sodyum metabisiilfit tuzu 9 ile 135 °C'de 12 saat refluks edildi.
Reaksiyon ITK ile kontrol edildi ve reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon ortanmi sogutuldu ve
soguk su ilave edildi. Cokelti siiziildii ve kurutuldu. H22 Bilesigi, kolon kromatografisi ile
saflastirildi. (Abdel-Jalil ve Voelter, 2005; Karatas vd., 2012; Ozden vd., 2005; Ridley vd.,
1965)

2.2.4. H23 Bilesiginin Sentezi

5-Kloro-2-nitro-N*-(4-klorobenzil)anilin 20, elde edebilmek i¢in, 2,4-dikloro-1-nitrobenzen
(2 mmol) 18 20 ml DMF i¢inde ¢oziildii ve 1 mmol (4-klorofenil)metanamin 19 ile 1 mmol
anhidr K,COs eklendi. Karisim 80 °C'de 6 saat refluks edildi, ardindan reaksiyon ortami
sogutuldu ve soguk suya dokiildi. Cokelti siiziildi ve kurutuldu ve etanolden
kristallendirilerek saflagtirildi. 20 nolu iriin, SNCIHCI ile oda sicakliginda 30 dakika
boyunca rediiklendi ve elde edilen, 5-kloro-N*-(4-klorobenzil)benzen-1,2-diamin 21 ve 2,5-
difluorobenzaldehit 'nin sodyum metabisiilfit tuzu 22 ile DMF i¢inde 135 °C'de 12 saat refluks
edildi. Reaksiyonun sonu ITK ile kontrol edildi ve reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon ortami
sogutuldu ve soguk suya dokiildii, olusan ¢okelti siiziildii ve kurutuldu. Temiz, H23 bilesigini

elde edebilmek i¢in kolon kromatografisi ile saflastirildi. (Ozden vd., 2004)
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N
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Cl N
F

Cl
H23

Sekil 2.4. H23 bilesiginin sentezi.

K2CO3/DMF /©:
cl N
H

HO

2.2.5. H24 ve H25 Bilesiklerinin Sentezi

22

SO3Na

20

Bilesik R’ R R1 R2 | Rs R4 Rs

H19 Morfolin H Cl H Cl H H

H20 Morfolin H Cl H H H Cl

H21 Morfolin Ethyl | F H H F H

H22 4-fenilpiperazin H Cl H H H Cl
Sekil 2.3. H19-H22 bilesiklerinin sentezi.

oy

SnCl, |conc. HCI

NH2

N
H

21

oy

1-Kloro-2-nitrobenzen (1 mmol) 23, 20 ml DMF iginde ¢oziildii, Immol propilamin ve

1mmol anhidr KoCOs ilave edildi. Karigim 80 °C'de 3 saat 1s1t1ld1, daha sonra reaksiyon ortami

sogutuldu ve soguk suya dokiildi. Olusan ¢okelti siiziilip kurutuldu ve etanolden

kristallendirilerek saflastirildi, bdylece 24 nolu iiriin elde edildi. 24 nolu bilesik, N!-

propilbenzen-1,2-diamin 25 elde etmek i¢in SnCl,/HCI ortaminda oda sicakliginda 30 dakika

boyunca rediiklendi. 1 mmol N*-propilbenzen-1,2-diamin 25, 1 mmol siibstitiie benzaldehitin
sodyum metabisiilfit tuzu 9, ile DMF icinde 135 °C'de 12 saat refluks edildi. Reaksiyon, ITK

ile kontrol edildi ve sonlandirildi. Reaksiyon ortami sogutuldu ve soguk suya dokiildii. Cokelti

stiziildii ve kurutuldu. H24 ve H25 bilesikleri kolon kromatografisi ile saflastirildilar.
(Karatas vd., 2012; Ozden vd., 2004)
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Sekil 2.5. H24, H25 bilesiklerinin sentezi.

2.2.6. H26 Bilesiginin Sentezi

H24, H25

1 mmol, 4-Klorobenzen-1,2-diamin 26 ve 1 mmol 2 5-diflorobenzaldehitin sodyum
metabisiilfit tuzu 22, DMF icinde 135 °C'de 12 saat refluks edildi. Reaksiyonun sonu ITK ile

kontrol edildi ve sonlandirildi. Reaksiyon ortami sogutuldu ve soguk suya dokiildi. Cokelti

siiziildii ve kurutuldu, kati1 toplandi. H26 bilesigi kolon kromatografisi ile saflagtirildi.
(Karatas vd., 2012; Ozden vd., 2005; Ridley vd., 1965)

cl NH,

26

HO OjNa

22

Sekil 2.6. H26 bilesiginin sentezi.

%Q%Q

H26
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2.2.7. H27 Bilesiginin Sentezi

4-(6-Kloro-5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)benzonitril 29, Sekil 2.2'de belirtilen yontemle
sentezlenmigtir. 1 mmol Bilesik 29, 1 mmol hidroksilamonyum klortir (NH,OH.HCI) ve 1
mmol potasyum tert-butoksit KO.t-But. ile DMSO i¢inde oda sicakliginda 24 saat refluks
edildi. Reaksiyon ortamu soguk suya dokiildii. Cokelti siiziildi ve kurutuldu, kati madde
topland1 ve H27 bilesigi kolon kromatografisi ile saflastirildi. (Karaaslan, 2020)

CN

27

Etanol/H,O | Na;S,05

HO.__SO;Na
F NH
F NO>»  gpeiymc : F N
it i * DMF \>—©7c1\1
R
cl NH, Etanol Cl NH, Cl N
H
0 CN
11 28 29
OH
F N N
NH,OH.HCI / KO. +-But / DMSO I:E >_©ﬂ3~
N NH
Cl H 2
H27

Sekil 2.7. H27 bilesiginin sentezi.

2.2.8. Elde Edilen Sonuc Bilesiklerin Anti-enflamatuvar Etki Tayini Yontemi

2.2.8.1. insan Kirmizi Kan Hiicre Membran Stabilizasyon Kapasitesi

Yeni sentezlenen molekiillerin in vitro anti-enflamatuvar aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in
insan kirmizi kan hiicre membran stabilizasyon yontemi kullanildi. (Gunathilake vd., 2018;
Shinde vd., 1999) Calisma protokolii Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (14.05.2020/i5-273-20). Numune alimindan 6nceki iki hafta boyunca
herhangi bir anti-enflamatuvar veya steroidal ilag almamug saglikli insan goniillillerden taze
tam insan kani toplandi ve heparinize santrifiij tiiplerine aktarildi. Tipler 3000 rpm'de 5

dakika santrifiij edildi ve slipernatan izole edildi. Hiicre siispansiyonu esit hacimde steril salin

92



soliisyonu (%0,90 a/h NaCl, pH 7,2) ile yikand1. Bu adim {i¢ kez tekrarland1. Santrifiijlemeden
sonra hiicre siispansiyon hacmi l¢iildii. izotonik steril tampon ¢ozeltisi ile (10 mM sodyum
fosfat tamponu, pH 7.4) %10 h/h ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Tampon ¢o6zeltisinin (g/L)
bilesimi NaH,PO4 (0,2), Na;HPO4 (1,15) ve NaCl (9,0) idi. Yeni sentezlenen molekiillerin
farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi (1-10 mM). Test numuneleri %10 h/h kirmizi kan hiicre
siispansiyonu ile muamele edildi (1:1). Karisim 56°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiipler akan su altinda sogutuldu. Ardindan 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant soliisyonunun absorbansi 560 nm'de mikroplaka spektrofotometresinde 6lgiildii.
Kontrol olarak numunelerin ¢oziiciisii, referans molekiil olarak indometazin kullanildi. Hiicre

membran stabilizasyon kapasitesi, koruma yiizdesi su formiile gore hesaplandi:

% stabilizasyon (% koruma) = 100 x (1-A2/A1), (1) Al=kontrol absorbansi, (2)

A2=test numunesinin absorbansi.
2.2.9. Elde Edilen Sonuc Bilesiklerin Antioksidan Etki Tayini Yontemi
2.2.9.1. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi

Radikal siipiirme deneyi, Blois tarafindan tarif edilen degistirilmis yontemle belirlendi.
(Blois, 1958) Bilesiklerin ve BHT’ nin stok ¢ozeltileri DMSO'da 102 M'de hazirland.
DMSO'daki bir dizi ¢ozelti, 96 kuyucuklu mikroplakalarda degisen konsantrasyonlara
seyreltildi ve sonra her kuyucuga metanolik DPPH soliisyonu (100 uM) eklendi. Plaka 30
dakikalik inkiibasyon sonrasi, ¢6zeltinin optik yogunlugu (OD) 517 nm'de okundu. DPPH'nin
metanolik ¢ozeltisi kontrol olarak kullanildi. Kimyasal maddelerin yiizde inhibisyon oranlar1

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
% engelleme=((OD kontrol-OD numunesi)/OD kontrol)X100

Burada OD kontrol, DMSO ile kontroliin absorbansi ve OD numunesi, bilesiklerin varliginda
numunenin absorbansidir. Tiim testler ii¢ kopya halinde yiiriitiildii ve ortalamalari alindi.

Standart madde olarak BHT (butil hidroksi toluen) kullanildi.
2.2.9.2. ABTS Radikal Katyon Renk Giderme Testi

Radikal siiplirme deneyi, Re ve digerleri tarafindan aciklanan modifiye edilmis yontemle
belirlendi. (Re vd., 1999) ABTS, suda 7 mM konsantrasyona kadar ¢oziildii. ABTS radikal
katyonu (ABTSe+), ABTS stok c¢ozeltisinin 2,45 mM potasyum persiilfat (nihai

konsantrasyon) ile reaksiyona sokulmasi ve kullanimdan 6nce karigimin oda sicakliginda 12-
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16 saat karanlikta bekletilmesiyle elde edildi. ABTSe+ ¢o6zeltisi, 734 nm'de 0,70 (+0,02)'lik
bir absorbans elde etmek igin etanol ile seyreltilip ve 30°C'de dengelendi. Seyreltilmis
ABTSe+ ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlardaki kimyasal bilesiklere eklenmesinden sonra,
ilk karistirmadan tam olarak 1 dakika sonra ve 6 dakikaya kadar 30°C'de absorbans okumasi
yapildi. Tim deneyler, en az ti¢ kez ve ii¢ kopya halinde ve standart ve numunelerin her bir
konsantrasyonunda gerceklestirildi 734 nm'de absorbansin yiizde inhibisyonu, standart
referans verileri icin bilesiklerin ve Trolox'un konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak

hesaplandi. Yiizde inhibisyon, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
% inhibisyon=((ODkontrol-ODsample)/ODkontrol)X100
2.2.9.3. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Yeni sentezlenen molekiillerin total antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla (Prieto
vd., 1999)’nin fosfomolibden metodu minér modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Metod
antioksidan etkili maddelerin Mo(VI)’y1 Mo(V)’e indirgemesi sonucu asidik ortamda yesil
renkli fosfomolibdat kompleksinin olusmasi esasina dayanmaktadir. Oncelikle 28 mM
sodyum fosfat, 4 mM amonyum molibdat ve ardindan tizerine 0,6 M siilfiirik asit ilave edilmis
ve calisma c¢ozeltisi elde edilmistir. Yeni sentezlenen molekiiller 28 mM sodyum fosfat, 4
mM amonyum molibdat ve 0,6 M siilfiirik asitten olusan ¢alisma ¢ozeltisi ile 1:10 h/h
oraninda karistirilmistir. Standart madde askorbik asit icin de ayn1 prosediir uygulanmistir
(1:10 h/h). Final konsantrasyon 5-100 pg/mL araliginda olacak sekilde calisilmistir. Elde
edilen karisimlar 95°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda numuneler oda
sicakligina sogutulmustur. Absorbanslar 765 nm'de mikroplaka spektrofotometresinde
Olciilmiistiir. Her deney en az 3 tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. Referans madde olarak askorbik
asit kullanilmig ve standart kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Numunelerin total antioksidan
kapasitesi askorbik asit kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmig, her numune igin gram
numune bagina mg askorbik asit esdegeri (AAE) olarak ifade edilmistir. (Sarialtin ve Acikara,
2022)

2.2.10. istatistiksel Analiz

Tiim veriler SPSS V25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) yazilimi kullanilarak analiz edildi. Tiim veriler, en
az ili¢ bagimsiz deneyin ortalama degerleritstandart sapma (SD) olarak verildi. Tek yonlii

varyans analizi, post hoc Fisher'in en az anlamli fark (LSD) testinin ardindan ANOVA
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prosediirleriyle yapildi. (SPSS 25.0). 0,05'ten kiiciik P degerleri “istatistiksel olarak anlaml1”

olarak rapor edildi.
2.2.11. Molekiiler Yerlestirme Calismalar:
2.2.11.1. Ligand Hazirlama

Bilesiklerin kimyasal yapist ChemDraw yaziliminin 22,0 siirlimii kullanilarak ¢izilmistir. 3D
yap1 Open Babel yazilimi ile mol2 formatinda olusturulmus. (O’Boyle vd., 2011) Cresset
Flare yazilimi ile dogru tip hesaplama yontemiyle minimize ve optimize edilmistir.

(Cheeseright vd., 2006)
2.2.11.2. Hedef Hazirlama

Segilen hedeflerin 3D yapist RCSB protein veri bankasindan elde edilmistir. (Berman vd.,
2000) Caligsma i¢in daha iyi rezoliisyon ve validasyon skorlarina sahip yap1 segilmistir. Hedef
hazirlama islemi Cresset Flare programinda varsayilan ayarlara gore gergeklestirilmistir.
Hazirlama isleminden sonra, hedeflerin 3D yapilar1 Cresset Flare programi araciligryla

normal tip hesaplama yontemiyle kiigtiltiilmiistiir. (Cheeseright vd., 2006)
2.2.11.3. Sentezlenen Bilesiklerin Onerilen Hedeflerle Molekiiler Yerlestirilmesi

Bilesikler mol2 formatinda ve hedefler PDB formatinda girildi ve docking hesaplamalari
Cresset Flare programda normal modda ve varsayilan ayarlarda gergeklestirildi. Grid kutusu
es kristalize ligandlara gére tanmimlanmistir. Tahmin edilen hedeflerle ve es kristalize
ligandlarla baglandigi iyi bilinen ilacglar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hedeflerle
yerlestirilen bilesiklerin 2D ve 3D yapis1 Cresset Flare programindan elde edilmistir.

(Cheeseright vd., 2006)
2.2.12. ila¢ Benzerlik Calismalar:

Sentezlenen tiim bilesikler icin ADMET o&zelliklerinin tahmini, dondiiriilebilir bag sayisi,
topolojik polar yiizey alan1 (TPSA) ve hidrojen bagi dondrlerinin (HBD) ve alicilarinin
(HBA) sayis1 SwissADME (http://www.swissadme.ch.com adresinde mevcuttur) kullanilarak

tahmin edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Sentezlenen Bilesiklerin Kimyasal Ozellikler

3.1.1. 5-(4-Klorofenoksi)-2-nitroanilin (4)

o) NH,

4
Verim - %99
Fiziksel ozellikler : Kahverengi kristal
Erime noktasi : 135-137 °C (136 °C, (Cortés ve Anaya, 1997b))
Saflagtirma yontemi : Etanol ile kristalizasyon
Molekiiler formiil . C12H9CIN2O5

3.1.2. 5-(Benziloksi)-2-nitroanilin (5)

©Ao NH,

5
Verim - %95
Fiziksel ozellikler : Turuncu kristal
Erime noktasi : 143-144 °C (143 °C, (Wolfgang vd., 1970))
Saflastirma yontemi : Etanol ile kristalizasyon

Molekiiler formiil 1 C13H12N203



3.1.3. 4-Fluoro-5-morfolino-2-nitroanilin (14)

Verim

Fiziksel 6zellikler
Erime noktasi
Saflagtirma yontemi

Molekiiler formiil

FI;[N%
ﬁN NH,

14

- %83

: Sari toz

: 182 °C (182-183°C, (Sanna vd., 1998b))
: Etanol ile kristalizasyon

: C10H12FN303

3.1.4. 4-Fluoro-2-nitro-5-(4-fenilpiperazin-1-il)anilin (15)

Verim

Fiziksel ozellikler
Erime noktasi
Saflastirma yontemi

Molekiiler formiil

FIXNOZ
ﬁN NH,

15

: %80

: Kahverengi toz

: Etanol ile kristalizasyon

: C16H17FNO2

: 180-182 °C (180-181 °C, (Abdel-Jalil ve Voelter, 2005b))
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3.1.5. 5-Kloro-N-(4-klorobenzil)-2-nitroanilin (20)

Verim

Fiziksel 6zellikler
Erime noktasi
Saflastirma yontemi

Molekiiler formiil

cl N/\©\
H
cl

20
2 %75
: Turuncu kristal
: 188 °C
: Etanol ile kristalizasyon

. C13H10C|2N202
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3.1.6. 5(6)-(Benziloksi)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol (H1)

N
(0]

N
©/\ N
H1
Verim : %80
Fiziksel ozellikler . Kahverengi toz
Erime noktasi :160-161 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil : Cx1H18N20;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 331 ([M+1]*, %2100).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,88 (s, 3H, -OCH3), 5,23 (s, 2H, -OCH2-),
7,21-7,34 (m, 5H, ArH), 7,37-7,41 (m, 2H, ArH), 7,47 (s, 1H, ArH), 7,49 (d, 1H, J»=1,6,
ArH), 7,70 (d, 1H, J,=8,8, ArH), 8,13 (dd, 2H, J,=9,2, Jn=2,4, ArH), 12,50 (bs, 1H, NH).

COSY (DMSO-ds): § ppm [(H-4:H-5), (H-2",6>:H-3"",5")].

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 55,78; 70,12; 97,63; 110,88; 113,76;
114,58; 115,27; 116,06; 125,82; 127,69; 128,49; 129,69; 132,37; 136,60; 148,38; 157,02;
163,21.
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H-330 307 (3.095) 1 Scan ES+
100_] 331.76 1.26e8
<
i
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|
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Sekil 3.1. H1 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.2. H1 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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H1

Sanple Name:
H3I30-TPA
Data Collected on:
mercury490-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vamreys/data
Sample directory:
H330-TPA_20220422 01
FidPile: gcoSY_01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 22 2022

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Oparator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width  4020.9 Hz

2D width 4020.9 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE  H1, 400.1753761 Muz
DATA PROCESSING

5. sice bell 0.075 mec
F1 DATA PROCESSING

$q. sine bell 0.032 see
FT size 2048 x 2048
Total time 11 min

Agilent Technologies

<@
X}

<
w

©® @ @ @ N4 a9 a9 a4
w . N = o © «© ~ o n 'S
pen b b b b b b b Do b b Lo Liay

R L L LN L N Ly R R R LR R R R R R

7.6

8.2 8.0 7.8

F2 (ppm)

Sekil 3.3. H1 bilesiginin COSY *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.4. H1 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.7. 5(6)-(Benziloksi)-2-(2-metoksifenil)-1H-benzimidazol (H2)

H;CO
-0
N
N
H2

Verim 1 %90
Fiziksel ozellikler . Acik sar1 toz
Erime noktasi 1169 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (4:1)
Molekiiler formiil 1 C21H18N20O,

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 331 ([M+1]*, %100)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 4,02 (s, 3H, -OCHs), 5,16 (s, 2H, -OCH,-), 6,92 (dd,
1H, J,=8,7, Jn=2,4, ArH-5), 7,10 (t, 1H, J=7,2, ArH-5), 7,22 (d, 2H, J=8,3, ArH), 7,36 (t,
1H, J=7,3, ArH-4Y), 7,39-7,53 (m, 6H, ArH), 8,30 (dd, 1H, J,=7,7, Im=1,2, ArH-6"), 11,99 (s,
1H, NH).

H330 325 (3.277) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
e
<00 331.63
332,68
®
333.71
143.35 353.61

217.05 30167 ) 46767 54552 60553 0028 7241074751 gy62671,0489451 95519

[ L Ve - m/z

150 7200 250‘ 300’ 350 ;667 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Sekil 3.5. H2 bilesiginin kiitle spektrumu.
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L

=
a
0

0.9693

[rell

15

0.9696
5.8337
4045
3652

| 1.1305
265
2.0182
3.0000

-
<]

Al

T
L] 6 [ppm]

t Data Parameters
©o=-H330
2

EXPNO
PROCNO 1

5
30120.482
0.919204
1.0878977 sec

101

16,600
6.50

299.8
2.00000000
0.0300000!

125.7703643 MHz
13C

3.33 usec

10.00 us

B5.18099976 W

500.1320005 MHz
H

wal

8 usec
24.04299 W
0.24043000 W
0.12093000 W

F2 - Processing parameters

125.7577885 MHz
EM

1.00 Hz

1.40

T
200

T
180

T
160

T
140

T
120

T
100

T T T

80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.7. H2 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.8. 5(6)-(Benziloksi)-2-(2,5-difluorofenil)-1H-benzimidazol (H3)

F
I,
N
e N
H3
Verim %75
Fiziksel ozellikler : Sarimsi-beyaz kristal
Erime noktasi : 208,3-208,8
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil . C2oH1F2N2O

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 337 ([M]+, %100)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & ppm, 5,30 (s, 2H, -OCHy-), 7,34-7,45 (m, 5H, ArH), 7,53
(s, 1H, ArH), 7,54 (ds, 1H, Jn=1,2, ArH), 7,68-7,71 (m, 2H, ArH), 7,84 (d, 1H, J=9,2, ArH),
8,03-8,07 (m, 1H, ArH), 12,49 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dgs, TFA-d): & ppm 70,42; 97,74; 111,02; 113,87; 115,61;
116,73; 117,85; 119,58; 122,37; 126,26; 128,01, 128,32; 128,82; 132,77; 136,83; 142,17,
154,87, 157,32; 157,92; 159,68.
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H337-2 621 (6.262) Cn (Cen.2, 80.00, Ho) 1: Scan ES+
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[
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Sekil 3.8. H3 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.9. H3 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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E-337_TFA

sample Name:
H-337_TFA
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmrl /vnmrsys /data
sample directory:
H-337_TFA_20220531_01
Fidrile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 31 2022

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MEz
Power 38 dB
continucusly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 44 min

Agilent Technologies

180 160

F
N
2
O N
F
H3
" L
T T T T T T T
140 120 100 80 60 40

Sekil 3.10. H3 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.9. 4-(5(6)-(Benziloksi)-1H-benzimidazol-2-il)benzonitril (H4)

H4
Verim : %95
Fiziksel ozellikler . Sar1 toz
Erime noktasi 1 180-181 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan: izopropanol
(5:5:1)
Molekiiler formiil - C21H1sN30

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 326 ([M+1]*, %100)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 5,27 (s, 2H, -OCHy-), 7,29-7,34 (m, 3H, ArH), 7,35-
741 (t, 2H, J=7,2, ArH), 7,49 (s, 1H, ArH), 7,51 (ds, 1H, Jn=1,3, ArH), 7,80 (d, 1H, J=9,
ArH), 8,19 (dd, 2H, J,=6,8, J»=2,0, ArH-3', 5), 8,32 (dd, 2H, J,=6,8, Jn=2,0, ArH-2', 6,
14,70 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, TFA-d): § ppm 70,51; 97,91; 112,01; 114,30; 115,30;
115,72; 116,59; 117,70; 118,27; 118,88; 127,01; 127,88; 128,40; 128,72; 128,91; 133,43;
133,81; 136,92; 146,87; 157,90.
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H-325 448 (4.517) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

10 326.69 i Ee
1.34e8!
327.74
32_
328.75
101.69 %
367.87
S et Y 49744 6517973385 896.91979.72 108384 118350 122459 144632 15057 156580

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 _ 1400 1500

Sekil 3.11. H4 bilesiginin kiitle spektrumu.

Current Data Parameters
NAME H325

EXPNO
N PROCNO

1

F2 - Acquisition Parameters
N CN Date_ 20220421
Time 11,09 h
0 INSTRI

N oM Avance
H PROBHD  Z151574_0038 (
PULPROG 2930
™ 65536
H4 SOLVENT DHSO
NS 16
DS 2
s 10000.000 Hz

WH
FIDRES 0.305176 Hz

AQ 3.2767999 sec
RG 101

DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 310.2 K
D1 1.00000000 sec
‘TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
Noc1 1H

PO 2.67 usec
P1 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W

A I

T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

Sekil 3.12. H4 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

F2 - Processing parameters
SI

SF 500.1300000 MHz
WDW EM

SSB o

1B 0.30 Hz
GB

PC 1.00
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Current Data Parameters
NAME H325-TFA
EXPNO ==, 43
N PROCNO 1
\ CN F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220421
o) N Time 12.12 h
H INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG 29pg30
TD 65536
H4 SOLVENT DMSO
NS 1024
DS q
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 299.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13C
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
NU( 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
SI 8
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
| | GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T
140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.13. H4 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.10. 4-(5(6)-(Benziloksi)-1H-benzimidazol-2-il)benzoik asit (H5)

H5
Verim : 80%
Fiziksel ozellikler : Sari toz
Erime noktasi 1 284-284,5 °C
Saflagtirma yontemi : Etanol ile kristalizasyon
Molekiiler formiil : Co1H16N203

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 345 ([M+1]*, %100)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & ppm 5,25 (s, 2H, -OCH>-), 7,25 (dd, 1H, J,=8,9, Jn=2,3,
ArH-5), 7,34 (ds, 1H, J»=2,3, ArH-7), 7,36 (d, 1H, J=7,3, benzyloxy ArH), 7,42 (t, 2H, J=7,3,
benzyloxy ArH), 7,51 (d, 2H, J=7,3, benzyloxy ArH), 7,76 (d, 1H, J=8,9, ArH-4), 8,19 (d,

2H, J=8,6, ArH-3', 5, 8,45 (2H, d, J=8,6, ArH-2', 6").

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 70,44; 97,90; 115,75; 116,99; 127,89; 128,24;

128,31, 128,46; 128,98; 130,60; 134,12; 134,34, 137,07, 147,66; 157,45; 166,85.
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H-344 13 (0.252) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+

Sekil 3.15. H5 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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(><)

N (O

N COOH Current Data Paramstara

NAME 4
N EXPNO 2
(o} H PROCNO 1
F2 - RAequisition Parameters
Date 20230124
H5 Time™ 11.21 h
INSTRUM Avance
PROBHD £151574_0038 (
PULPROG “zgpg30
TD 65536
SOLVENT DMSO

765
4
30120.482 Hz

0.919204 Hz
1.0878977 sec
101

2.00000000 sec
0.03000000 sec

1
125.7703643 MHz
13C

3.33

10.00
85.1809997¢6
500.1320005

1H
waltz65

80.00 usec
24.04299927 W

0.24043000 w
0.12093000 W

F2 - Processing parameters
5 125.7577885 MHz
WDA EM
‘ 558 0

LB 1.00 Hz

e v M""‘ i B ! 1.40

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.16. H5 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.11. 5(6)-(Benziloksi)-2-(2,6-diklorofenil)-1H-benzimidazol (H6)

Cl
1
N\
e} N
saaal
H6
Verim : %85
Fiziksel ozellikler : Sar1 toz
Erime noktasi :180-181,5°C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil : C20H14CI2N20

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 369 ([M]*, %100), 371 ([M+2]*, %70), 373 ([M+4]", %17)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 5,18 (s, 2H, -OCHy-), 6,98 (dd, 1H, J,=8,8, Jn=2,4,
ArH-5), 7,20 (ds, 1H, Jn=2,0, ArH-7), 7,34 (t, 1H, J=7,4, ArH-4"), 7,41 (t, 2H, J=7,7, ArH-
3",5"), 7,50 (d, 2H, J=7,0, ArH-3'5"), 7,54 (d, 1H, J=8,8, ArH-4), 7,60 (t, 1H, J=7,0, ArH-
4, 7,66 (dd, 2H, Jo=7,4, Jn=1,5, ArH-2", 6").

B3C NMR (125 MHz, DMSO-de): 5 ppm 60,70; 69,99; 70,23; 70,47; 70,82; 113,18; 128,03;
128,20; 128,80; 128,91; 130,95; 132,80; 135,62; 137,90; 146,63; 155,37.
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1: Scan ES+

H369 472 (4.759) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.17. H6 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.18. H6 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

114



cl
N
N

0 N
H ¢

Heé

k NS | W

<)
BRUKER
(<D

Current Data Parameters
NAME H369
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20221002
Time 12.49 h
INSTRUM Avance
PROBED  E151574_0038 (
PULPROG zgpg30
TD 65536
SOLVENT DMS0
NS 1500

4

30120.482 Hz
1.0878977 sec

16.600 usec
6.50 usec
299.7 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec

1
125.7703643

3
0.00 usec
85.18099976 W
500.1320005 MHz
1H
waltzé5
80.00 usec
24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W

F2 - Processing parameters

32768
125.7577885 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40

200

T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.19. H6 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.12. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(2-metoksifenil)-1H-benzimidazol (H7)

H,CO
Cl N
L
N
o H
H7
Verim %90
Fiziksel ozellikler : Beyaz kristal
Erime noktasi :207-208 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil . C20H15CIN20O;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 351 ([M+1]*, %2100), 353 ([M+3]*, %40)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 4,06 (s, 3H, -OCHs), 7,12 (dd, 2H, J,=6,7,
In=2,2, ArH-2", 6", 7,28 (t, 1H, J=7,9, ArH-5'), 7,31 (dd, 1H, J,=8,9, Jn=2,3, ArH-5), 7,35
(ds, 1H, Jn=2,3, ArH-7), 7,39 (d, 1H, J=8,5, ArH-6"),7,47 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2, ArH-3",
5", 7,73 (t, 1H, J=7,5, ArH-4'), 7,86 (d, 1H, J=8,9, ArH-4), 8,11 (dd, 1H, J,=7.9, Jn=1,6,
ArH-3), 15,40 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, TFA-d): 8 ppm 56,66; 103,21; 110,95; 113,35; 115,89;
118,73; 121,18; 121,74, 127,60; 128,55; 130,13; 130,45; 132,21; 135,82; 146,79; 155,57,
155,76; 158,23.
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H350 797 (8.036) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
51.70

3 1: Scan ES+
100 1.34e8
|
3
’ 353.68
‘ 354.68
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100 200 300 . 400 500 600 700 809 900 1000 1100 ) 1200 1300 1400 1500

Sekil 3.20. H7 bilesiginin kiitle spektrumu.

B(R_SK()R

Current Data Parametec.s
NAME -7

H,CO EXENO e
P!

CI N 'ROCNO 1
N F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230110
Time 12.43 h
(o) H INSTRUM

Avance
PROBHD 2151574_0038 (
PULPROG 2930
H7 TD 65536
SOLVEN. DMS
uS =%
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES - 0.305176 Hz
RQ 3.2767999 sec
RG 101 ¥
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 295.0 K
Dl 1.00000000 sec
TDO
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
L PC 1.00

1'5 1I4 1I3 1I2 1l1 10 9 8 7 6 5 v4 3 2 1 0 1 -2 ppm

Sekil 3.21. H7 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Current Data Parameters
NAME H350-TFA
H3CO EXPNO 3
CI N PROCNO T
EX F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230110
Time 14.02 h
0 N INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG 2gpg30
™ : 65536
H7 SOLVENT DMSO
NS 1024
DS
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
oW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 296.3 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13C
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
Nuc2 H
CPDPRG([2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
SSB 0
| l u | LB 1.00 Hz
L GB 0
BC 1.40
T T T T T
200

T T T T T
180 160 140 120 100

80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.22. H7 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.13. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol (H8)

Cl N
N
0o H

H8
Verim : %88
Fiziksel 6zellikler : Beyaz kristal
Erime noktasi 1 200,5-201 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)
Molekiiler formiil : C20H15CIN20;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 351 ([M+1]*, %100), 353 ([M+3]*, %37)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,90 (s, 3H, -OCHs), 7,08 (dd, 2H, J,=9,0,
ArH-3, 5, 7,26 (dd, 2H, J;=9,0, Jn=2,3, ArH-2', 6'), 7,29 (dd, 1H, J,=9,0, ArH-5), 7,41 (ds,
1H, Jn=2,0, ArH-7), 7,45 (dd, 2H, J,=9,0, ArH-2", 6"), 7,83 (d, 1H, J,=9,0, ArH-4), 8,16 (dd,
2H, 3o=9.0, Jn=2,0, ArH-3", 5"), 15,40 (s, 1H, NH).

COSY (DMSO-ds, TFA-d): & ppm [(H-4:H-5), (H-2’,6":H-3",5"), (H-2"*,6>:H-3",5"")].

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 56,11; 103,94; 115,01; 115,59; 115,70;
118,61; 120,54; 128,15; 128,32; 130,31, 130,37; 132,73; 149,90; 154,93; 156,21; 163,91.
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H351 33 (0.333) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
po 351.50 6.44e7
=
353.52
\
|
143.29 354.41
229.40 s
o Labebiinsld 274.30 A 1:62470.00 704.97767.95 846.43 91615 1010.07 1054881130‘15,
. Y T f m/z
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Sekil 3.23. H8 bilesiginin kiitle spektrumu.

Cl N
T e
o

<)
BRUKER
(<D

N
H
Current Data Parameters
Hg NAME H351=TFA
EXENO 3
o PROCNO 1
4
- F2 - Acquisition Parameters
Date 20240220
I Time 16.02 h
INSTRUM Avance
PROBHD ~ 2151574_0038 (
PULPROG ~ z2g30
65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SHH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
oW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.7 K
o1 1.00000000 sec
D0
SFOL 500.1330883 MHz
HUCL 1H
20 2.67 usec
P1 8.00 usec
PLH1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
sI
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
HEEIGE =
e C O] o3
T T T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 3.24. H8 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

120



H8 | [ | BRUKER

(>0

Current Data Parametars
ME H351-TFA
4

1

tion Parameters
2024022
16.09 h

avance
z151574_0038
ey
oMso
1

7.2

7.4

ot

o 0.00015200 sec

1
7.6 sFoL 500.1330008 Mz
| 14

7.8

8.0

8.00 usec
2500.00 usec
1.70969999 W
545010, 100
10.00 &
1000.00 usec

1 - Acquisition parameters
D

5FO1 500,133 MHz
Ed
FnMODE
- Processing parameters
1024
500.1300000 vz
osTHE
1.40

- Processing parareters
1024

8.4

Qr
500.1300000 Mz
QsIHE

T T T T T T T T T T
82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 741 ppm

Sekil 3.25. H8 bilesiginin COSY *H-NMR spektrumu.

cl /©j ;\>_©_ocH3 B%ﬂ

(o]
H8 Current Data Parameters
H351-TFA
5 HA8 PRANLZGERESE - EXPNO 2
M wwn NoCm@o®B NG "~ PROCNO 1
S AA3 440%388cas8s a
F2 - Acquisition Parameters
| V | \\\V \i%[ Date 20240220
Time 14.17 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG “zgpg30
by) 65536
SOLVENT DMSO
NS 1400
DS 4
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 297.6 K
Dl 2.00000000 sec
D1l 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 125.7703643 MHz
NuCL 13c
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLH1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
Nucz H
CPDFRG (2 waltzés
PCED2 80.00 usec
PLH2 24.04299927 W
PLH12 0.24043000 W
PLH13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 125.7577885 MHz
WDH EM
S5B 0
LE 1.00 Hz
| 2
BC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.26. H8 bilesiginin 3C-NMR spektrumu.
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3.1.14. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(3,4-dimetoksifenil)-1H-benzimidazol (H9)

OCHj,
Cl N
N
© H
H9
Verim 1 %75
Fiziksel ozellikler : Kahverengi toz
Erime noktasi 1 113-114°C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil : C21H17CIN2O3

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 381 ([M+1]*, %100), 383 ([M+3]*, %33)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,90 (s, 6H, -OCH3), 6,93 (s, 1H, ArH),
7,00 (d, 1H, J,=11,2, ArH), 7.13 (d, 2H, J,=8,4, ArH), 7,32 (s, 1H, ArH), 7,40 (ds, 2H, J»=2,5,
ArH), 7,54-7,75 (m, 3H, ArH), 14,00 (s, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-dgs, TFA-d): & ppm 56,15; 56,19; 103,85; 110,85; 112,60;
114,80; 115,52; 118,55; 120,53; 122,27; 128,22; 130,32; 132,72; 149,76; 149,98; 153,70;
154,95; 156,16, 172,32.
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H380 52 (0.524) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

1.02e8
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*
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Sekil 3.27. HI bilesiginin kiitle spektrumu.

OCH, <)

cl N BRUKER
fo) N
H

Current Data Parameters

NAME H380-TFA
EXPNO 1

H9 PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20221003
Time™ 10.01 h
INSTRUM Avance
PROBHD Z151574_0038 (
PULPROG zg30

65536
SOLVENT DMS0
NS 16
D5 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
oW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.6 X
D1 1.00000000 sec
TDO
SFO1 500.1330883 MHz
NUCL 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
51 65536
SF 500.1300000 MHz
WDH EM
558 0
LB 0.30 Hz
GB ]
PC 1.00
- .

T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9

e
-~
o 4
o 4
P
w3
[N
-
o 4
'

N4
.

o
s 4
k-]

3

Sekil 3.28. H bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Cl N
\ OCH3 Current Data Parameters
N NAME H380-TFA
(0] EXPNO 2
H PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
H9 Date 20221003
Time™ 10.58 h
INSTRUM Avance
PROBHD 7151574_0038 (
PULPROG 2gpg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
O 1.0878977 sec
RG 101
oW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 297.6 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUCl 13C
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO02 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPD2 80.00 us
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
55B 0
TN Pl
| A ok ) GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.29. HO bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.15. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(2,4-dimetoksifenil)-1H-benzimidazol (H10)

H,CO
Cl N
N
© H
H10
Verim %90
Fiziksel ozellikler : Beyaz toz
Erime noktasi 1 176-178 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil : C21H17CIN2O;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 381 ([M+1]*, %100), 383 ([M+3]*, %33)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,90 (s, 3H, -OCHs), 4,06 (s, 3H, -OCH),
6,86 (LH, ArH), 6,87 (ds, 1H, Jn=2,3, ArH-7), 7,10 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2, ArH-2", 6"), 7,25
(dd, 1H, J,=8,9, Jn=2,3, ArH-5), 7,30 (ds, 1H, Jn=2,2, ArH-3"), 7,45 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2,
ArH-3"5"), 7.80 (d, 1H, J=8,9, ArH-4), 8,06 (d, 1H, J=9,0, ArH-5"), 14,20 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 56,23; 56,76; 99,36; 103,10; 103,38;
107,90; 115,45; 118,19; 121,07; 127,47; 128,46; 130,40; 131,46; 132,00; 147,07; 155,25;
155,85; 160,21; 165,75.
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H381 107 (1.079) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

8.51e7
it 381.58
2
383.58
384.64
50 531.85 577.44 825.90
3 14:1‘07 21741 28990 347,51 33560 474 16 | 722.30 | 86305 g73.96 1102.62 1165£I91
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.30. H10 bilesiginin kiitle spektrumu.

peWerotiL T

Current Data Parameters

NAME H381-TEA
H10 EXPNO 3
O TP @O TN DD~ <= PROCNO 1
e nEh oo sooaon M 33
S3ER-IZIARaNRAdasRRs =R £2 - Acquisition Paranters
B N A A A P VLV < m e Sosanins
%Igw%/ l\l’ Time ™ 10.17 B
INSTRUM Avance
PROBHD ~ 2151574_0038 (
PULPROG 2930
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 44
Ds 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
a0 3.2767999 sec
RG 101
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 297.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 500.1330883 MHz
NUCL 18
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLWL 24.04299927 W

s

SF 500.1300000
WDW EM
8SB 0
LB 0.30
GB 0
PC 1.00
A L
B e
~|=lnilS|=|oiled m|e
T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 N 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 3.31. H10 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

F2 - Processing parameters
1 65536

MHz

Hz
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H;CO
Cl N
¥ ocH, BRUKER
°TT N (O
H10 Current Data Parameters
NAME H381-TFA
2 HER 58 S5S55532883¢ em EXPNO 2
W Sww  aiderdswcmmT o PROCNO 1
g 898 3 2000098048888 i3
F2 - Acquisition Parameters
AR AL v e R
Time 16.28 h
INSTRUM Avance
PROBHD  Z151574_0038 (
PULPROG 2gpg30
D 65636
SOLVENT DMS0
NS 1700
DS a
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.08768977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 298.7 K
D1 2,00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13C
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDERG[2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
SSB 0
l ‘ H ”‘ LE 1.00 Hz
‘ | GB 0
A PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.32. H10 bilesiginin **C-NMR spektrumu.
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3.1.16. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(2,6-diklorofenil)-1H-benzimidazol (H11)

L Cr
\
N
© H

Cl

Cl
H11
Verim - %80
Fiziksel ozellikler : sar1 toz
Erime noktasi :212-213 °C
Saflastirma yontemi : kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:5)
Molekiiler formiil : C19H11CI3N20

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 389 ([M]*, %100), 391 ([M+2]*, %97), 393 ([M+4]*, %33)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, TFA-d): § ppm 7,11 (dd, 2H, J=6,7, Jn=2,2, ArH-2", 6"),
7,37 (dd, 1H, J,=9,0, Jn=2,3, ArH-5), 7,43 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2, ArH-3", 5"), 7,53 (ds,
1H, Jn=2,3, ArH-7), 7,78 (s, 3H, ArH-3', 4, 5'), 7,97 (d, 1H, J=9,0, ArH-4), 15,40 (s, 1H, -
NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 48,59; 104,20; 116,71; 119,64; 120,89;
123,53; 128,18; 128,47; 129,22; 132,65; 135,52; 135,54, 144,64, 155,81; 155,82.
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0-H390 127 (1.281) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100W 389.53 4.14e7
*—
393.53
394.53
#0071 463,47 496,70544.86 56468 60847 o562 708.10 77T
" & 44, A bl v A . . [w mt

400 = 450 500 550 60O 650 700

Sekil 3.33. H11 bilesiginin kiitle spektrumu.

RSWeveel N Te

Current Data Parameters

NAME 0-H390-TFA
H11 EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20240408
INSTRUM ¢

Avance
PROBHD  2151574_0038 ¢(
PULPROG 2g30
TD 65536
SOLVENT DMS0
NS 16
D38 2
SHH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
BQ 3.2767998 sec
RG 101
DH 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO
SFO1 500.1330883 MHz
NuC1
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB o
1 ’ BC 1.00
I L
IT) N .
sEhfsy
ooom|oc|Io|o
=l lolaile o
T T T T T T T T T T T T T T T T
%5 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 3.34. H11 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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L, e

Cl
H11 Current Data Parameters
N STNNNROMOTS O NAME 0-H390-TFA
Q@ wumeaTanees o i EXPNO 2
DY TLLNIEOOONE T . PROCNO 1
B SMMONANNS A S o
b il gl i B e =
| F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20240408
ime 13.20 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2151574_0038 (
PULPROG zgpg 30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
o) 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 297.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1l 13¢c
= 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 w
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
I I
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3. 35. H11 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.17. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(2,4-diklorofenil)-1H-benzimidazol (H12)

Cl
Cl N
N
© H
H12
Verim : %85
Fiziksel ozellikler : Beyaz toz
Erime noktasi 1 157-158 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:5)
Molekiiler formiil : C19H11CI3N20

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 389 ([M]*, %100), 391 ([M+2]*, %100), 393 ([M+4]*, %33)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, TFA-d): § ppm 7,09 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2, ArH-2", 6",
7,35 (dd, 1H, Jo=9,0, Jn=2,3, ArH-5), 7,45 (dd, 2H, J,=6,7, Jn=2,2, ArH-3", 5"), 7,48 (ds,
1H, Jn=2,0, ArH-7), 7,79 (dd, 1H, J,=8,4, J»=2,0, ArH-5", 7,93 (d, 1H, J=9,0, ArH-4), 7,99
(2H, ArH-3', 5, 15,40 (s, 1H, -NH).
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‘H12

|H-390 27 (0.272) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 ‘ 389.49 6.09e7
| |
1
D\ﬁ.
393.50
|142.74
143.16 398.61
|
| |
| 167.10 229.44 |
‘ 40085 .o
, | i 355.55 548.65 807.99 g43 .52 987.83 1031.00 1188.95
0 N ie wam e i - : - - = m/iz
& 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 e
Sekil 3.36. H12 bilesiginin kiitle spektrumu.
Cl
cl N <)
N
i r o BROKER
O N
H
Current Data Parameters
NAME H3%0-TFA
H1 2 EXPNO 3
EREE P P TR fol fea FrocHe *
Ziiiiifi::::::ZZ:IT?Z?:I?E’?? ggt; ACquisiticgog;il;;r;gters
u&&%lwwu Time™ 13.19 h
INSTRUM Avance
PROBHD Z151574_0038 (
PULPROG T zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 295.
Dl 1.00000000 sec
TDO
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
B0 2.67 usec
Pl B8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500,1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
JL L L A
= WL
AERERR
BEIEEEIR
ol
T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 3.37. H12 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.18. 5(6)-(4-Klorofenoksi)-2-(2,5-difluorofenil)-1H-benzimidazol (H13)

F
Cl N
QL
0) N
H F
H13
Verim - %80
Fiziksel ozellikler : Sar1 toz
Erime noktasi 1 144-145 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)
Molekiiler formiil : C1oH1:CIF;NO

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 357 ([M+1]*, %100), 359 ([M+3]*, %37)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 7,10 (d, 2H, J,=8,8, ArH-2", 6"), 7,30 (dd,
1H, Jo=8,9, Jn=2,1, ArH-5), 7,43 (ds, 1H, Jn=2,0, ArH-7), 7,48 (d, 2H, J,=8,8, ArH-3", 5",
7,68 (M, 2H, ArH-3', 4), 7,89 (d, 1H, J,=8,9, ArH-4), 8,02 (m, 1H, ArH-6'), 11,90 (s, 1H,
NH).
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H-356 47 (0.474) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100 357.50 1: Scan ES¥
8.58e7
’ Be_
!
i 359.50
|
|
|
i
360.55
143.07
| 204.18 398.43
N 0l 25938 ap3ae | I 4563147154 5451258580 61655 68724 762197 7079082 ge3ge
150 200 — 250 300 350 400 500 550 600 650  700- 750 800 850 _ |
Sekil 3.38. H13 bilesiginin kiitle spektrumu.
cl N BRUKER
0 N Current Data Parameters
H F NAME H=356-TFA
EXPNO 1
w;w'w'u;w'r_'r_':r_'r_'r_'r_'r_'r_'r_'r_'r_'r_' BRIt F2 - Acquisition Parameters
Date 20231030
W Time™ 8.39 h
INSTRUM Avance
PROBHD 215157470038 (
PULPROG 2g30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 295.6 K
D1 1.00000000 sec
TDO
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl B8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300000 MHz
WDW El
’ SSB 0
LB 0.30 Hz
GB ]
h uj BC 1.00
| J
AN I e
g L
B
il eled
T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 3.39. H13 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.19. 6-Kloro-2-(2,5-difluorofenil)-1-etil-5-fluoro-1H-benzimidazol (H14)

H14
Verim : %80
Fiziksel ozellikler . Acik sar1 toz
Erime noktasi 1 144-145 °C
Saflastirma yontemi : Etanol ile kristalizasyon
Molekiiler formiil : C1sH10CIF3N;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 311 ([M+1]*, %100) 313 ([M+3]*, %30)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg): & ppm 1,22 (t, 3H, J=7,2, -CH3), 4,18 (q, 2H, J=7,2, N-
CHy-), 7,54-7,57 (m, 2H, ArH), 7,59-7,62 (m, 1H, ArH), 7,78 (d, 1H, J=9,8, ArH), 8,09 (d,
1H, Jo=6,7, ArH).
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H-291 44 (0.444) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
311.57 9.20e7
100
R
313.56
314.48
83 159.4 %
ok 14183 < 27.31 274.88) 20470 35246 37459 4145743804  480.04 528.95 539.99
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
Sekil 3.40. H14 bilesiginin kiitle spektrumu.
H310 2 1 "D:\Bruker\TopSpind.0.7\CANAN KUS"
{ L g
F L
F N -
s |
-
Cl N I
F L
H14 L
k]
/ [~ ™
/ L
/ .
- A’H S L L.
& |22 = o |
£ & B § Bt
(T (T N [
— ‘ — — Ssie & — ———
8 7 6 5 4 3 2 [ppm]

Sekil 3.41. H14 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

136



3.1.20. 5(6)-Kloro-2-(2,4-dimetoksifenil)-5(6)-fluoro-1H-benzimidazol (H15)

H,CO
F N
L)oo
N
Cl o
H15
Verim 1 %90
Fiziksel ozellikler : Turuncu kristal
Erime noktasi 1 195-196 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil 1 C1sH12CIFN,0O,

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 307 ([M+1]*, %100), 309 ([M+3]*, %33)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,92 (s, 3H, -OCHs), 4,08 (s, 3H, -OCHb),
6,87 (s, 1H, ArH), 6,89 (ds, 1H, J»=2,3, ArH), 7,82 (d, 1H, J=8,7, ArH), 7,98 (d, 1H, J=6,4,
ArH), 8,08 (d, 1H, J=9,4, ArH), 10,30 (bs, 1H, NH).
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H-308 42 (0.423) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100

0

307.44 1.34e8
309.41
309.61
310.50
31145
44T 4745 27331 l 3535041151 47030 49653 O1517636 9757571 74501 809.15 85698

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Sekil 3.42. H15 bilesiginin kiitle spektrumu.
Current Data Parameters
NAME H307-TFA
EXPNO 2
HODNMD ON O o= PROCNO 1
SohonE mam S5
Cw e O - F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20231030
W I
INSTRUM Avance
PROBHD 2151574_0038 (
PULPROG 2930
TD 65536
H3CO SOLVENT DMSO
NS 16
F N DS 2
SWH 10000.000 Hz
N OCH3 FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
l N RG 101
H DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.1 K
H15 D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLH1 24.04209927 W
F2 - Processing parameters
SI
SF 500.1300000 Miz
WDW EM
SSB o
LB 0.30 Hz
GB o
PC 1.00
W
oee o =1
<l<l<l & @les
T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 3.43. H15 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.21. 5(6)-Kloro-2-(3,4-dimetoksifenil)-5(6)-fluoro-1H-benzimidazol (H16)

OCHj

F N
Lo
N
Cl H
H16
Verim 2 %75
Fiziksel ozellikler : Beyaz toz
Erime noktasi 1 229-230 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil : C15H12CIFN,02

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 307 ([M+1]*, %100), 309 ([M+3]*, %37)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,89 (s, 6H, 2(-OCH3)), 7,26 (d, 1H, J=8,6,
ArH), 7,79 (ds, 1H, J»=2,1, ArH), 7,82 (dd, 1H, J,=8,5, Jn=2,2, ArH), 7,88 (d, 1H, J=8,6,
ArH), 8,04 (d, 1H, J=6,3, ArH), 13,70 (s, 1H, NH).

H-306 39 (0.393) Cn (Cen,2, 80.00, HY) 1: Scan ES+
100 307.49 1.34e8
|
‘
\
i
®
309.51
S
310.52
14328 16714 220.52 | 348783776965 50  595,61614.84677.91 77599 _860.36 0% 99621 111845 417037 L
O o0 a0 a0 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.44. H16 bilesiginin kiitle spektrumu.
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o)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters
NAME

H-306-TFA
EXPNO 1
MO DO m = PROCNO 1
8852887 RR4 3
----------- : F2 - Acquisition Parameters
NS 7 Date 20231121
I\W‘ Time 14.09 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG T zg30
©5536
OCH SOLVENT DMSO
3 NS 33
DS 2
F N SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
N OCH3 AQ 3.2767999 sec
RG 101
Cl N DW 50.000 usec
H DE 11.14 usec
TE 294.9 K
H16 D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
P1 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
' LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
_J Sl S |
J r‘j’k-k rw
(RS -
|:! ] ] N
PR B P -]
T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 1 10 9 8 7 4 1 ppm

Sekil 3.45. H16 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.22. 5(6)-Kloro-2-(2,6-diklorofenil)-5(6)-fluoro-1H-benzimidazol (H17)

Cl
F N
JON
Cl N
H ¢
H17
Verim %90
Fiziksel 6zellikler : Beyaz kristal
Erime noktasi 1 265.5-266.5 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil : C13HsCIsFN2

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 315 ([M]*, %100), 317 ([M+2]*, %90), 319 ([M+4]*, %33)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 7,65-7,72 (m, 3H, ArH), 7,87 (d, 1H, J=9,2,
ArH), 8,07 (d, 1H, J,=6,6, ArH), 13,60 (s, 1H, NH).

H316 60 (0.605) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) e
100-‘ 315.36 1.04e8
317.35
=
319.37
320.38
143.28 LY S
{.]. 19003 L 32441 431.45 501.76 59261 661.53691 .69 817.0354061  976.09 1113.60 il
O 0 a0 a0 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.46. H17 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Cl

¥ N, BRUKER
a N
H Current Data Parameters
Cl NAME H-316-TFA
EXPNO 1
H17 PROCNO 1

............. F2 = Acquisition Parameters
2

Date_ 0231121
W Time 14.15 h
INSTRUM

Avance
PROBHD Z151574_0038 (
PULPROG zg30
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 33
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
bW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 294.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 18
PO 2.67 usec
P1 B8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
S1 65536
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

L. I
o(wle
S|S|=
T T T T T T T T T T
0 9 8 7 6 5 4 3 2 1  ppm

Sekil 3.47. H17 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.23. 5(6)-Kloro-2-(2,4-diklorofenil)-5(6)-fluoro-1H-benzimidazol (H18)

Cl

F N
L)
N
Cl 0
H18
Verim - %95
Fiziksel 6zellikler : Beyaz kristal
Erime noktasi : 205-206 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (2:1)
Molekiiler formiil : C13H6ClI3FN;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 315 ([M]*, %100), 317 ([M+2]*, %98), 319 ([M+4]*, %33)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 7,70 (dd, 1H, J,=8,4, Jn=2,0, ArH-5"), 7,83
(d, 1H, J=9,0, ArH), 7,91 (ds, 1H, Jn=2,0, ArH-3'), 7,95 (d, 1H, J=8,4, ArH-6'), 8,01 (d, 1H,
J=6,5, ArH), 12,00 (s, 1H, NH).

H315 31 (0.313) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 315.36 7.53¢7
| 317.34
(
(
\
°\°,
1319.43
|
123.76 321.42
‘ 47
.lﬂ/14‘7.02 21:11‘ ]r229"29,27?'57 i 35338 411.38 45323 501.83 573.38 589.20 639.76672,_92“7_':’:2;10 77259 800.52 i
o 150 200 _ 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Sekil 3.48. H18 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Cl

F. N BRUKER
N Cl
Cl N Current Data Parameters
H NAME H-315-TFA
EXPNO 1
I PROCNO 1
EER S e H18
R e e e

Date_ 0231112
NW Time 13.36
INSTRUM Avance

F2 - Acquisition Parameters
2

h
PROBHD 2151574_0038 (
PULPROG 2g30
D0 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
RAQ 3.2767999 sec
RG 101
DN 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.3 K
D1 1.00000000 sec
TD0 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 5536
SF 500.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

/-\ PC 1.00

— LV S
EEEZE
T T T T T T T T T T T T T T T 1
4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0ppm

Sekil 3.49. H18 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.24. 4-(2-(2,4-Diklorofenil)-5-fluoro-1H-benzimidazol-6-il)morfolin (H19)

Cl
F N
IO
H
O\) H19
Verim - %50
Fiziksel ozellikler . Sar1 toz
Erime noktasi :129-130 °C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; n-hekzan: izopropanol (2:1)
Molekiiler formiil : C17H14CI,FN3O

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 366 ([M]*, %100), 368 ([M+2]*, %70), 370 ([M+4]", %11)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,08 (s, 4H, -NCH,-), 3,78 (s, 4H, -OCH,-
), 7,38 (d, 1H, J,=7,2, ArH), 7,74 (s, 1H, ArH), 7,77 (dd, 1H, J,=7,6, Jn=2,4, ArH), 7,95 (d,
1H, J=7,9, ArH), 7,97 (ds, 1H, Jn=1,6, ArH), 14,80 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 51,29; 66,38; 102,14; 103,64; 122,29;
126,58; 128,78; 130,70; 133,89; 134,27; 138,88; 140,86; 145,48; 153,91; 156,36.
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H366 33 (0.333) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100 366.52
368.51
368.70
2
| 370.48
274.67
295.30 303.47 31471  330. 96 347 44 351 63 371.47 385.03
| omm.-v.u‘.u. Ly ub‘nu-n‘ TR i VW TN R TPON TR O Nt

HIEE-TPA

Sample Name:
HIGE-TPA
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome/vumrl /vomesys/data
Sample directory:
HI66-TPA_20221213_01
Fidrile: PROTON_ 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Bolvent: dmso

Data collected on: Dec 13 2022

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.274 sec

Width 7204.6 Hz

16 repetitions
OBSERVE  H1, 400.1759680 MHz
DATA PROCESSING
PT size 32768
Total time 0 min 55 sec

R

1: Scan ES+
2.40e7

403.21 421.37 425.79 436.68 44320  463.59

| ~..u

Sekil 3. 50. H19 bilesiginin kiitle spektrumu.

Cl

H
0\) H19

|

Cl

|

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460

- Agilent Technologies

-

e

- T T TTTTT T
B .55 L [ e e e L B T B L L B e L B e T T

% 14

12

10 8 6 4

Sekil 3.51. H19 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

2

[

T T

ppm
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HIE6-TFA

Sample Mame:
H366-TFA

Data Collected on:
mercury400-mexcury400

Archive directory:
/home/vomr1/vamreys/data

sample directory:
H366-TFA_20221213_01

FidFile: CARBON_01

Pulee Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Dec 13 2022

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

4000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 56 min

i

Cl

L

Cl

BN e e U UL UL

Agilent Technologies

40

20

o ppm

ORI o e e e UL IR BRI LI B LRI I I
60

120

180

160

140

100 80

Sekil 3.52. H19 bilesiginin **C-NMR spektrumu.
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3.1.25. 4-(2-(2,6-Diklorofenil)-5-fluoro-1H-benzimidazol-6-il)morfolin (H20)

Cl

H20
Verim %35
Fiziksel ozellikler . Acik sar1 toz
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil : C17H14CIFN3O

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 366 ([M]*, %100), 368 ([M+2]*, %77), 370 ([M+4]", %11)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 3,08 (t, 4H, J=4.6, -NCH,-), 3,92 (t, 4H, J=46, -
OCHy-), 7,28 (t, 1H, ArH), 7,33 (d, 1H, ArH), 7,34 (s, 1H, ArH), 7,37 (d, 2H, J=7,1, ArH).

C NMR (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 51,80; 51,82; 67,07; 128,20; 129,61; 131,59;
136,12; 146,71.

2H366 70 (0.706) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
366.57 4.22e7
100
368.57
X
369.60
332.72
258.52
|
14528 227.37 [371.82
563.01 876.85 1172.41
bbbt bbbk L L 4283 %20 e1550  7raearosts ¥T0% 00520 112628 117241

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 3.53. H20 bilesiginin kiitle spektrumu.
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e e e S s Current Data Parameters
=== R KRN Kl N 2 H36e
W/ W \V EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20230227
Time 14.01 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG zg30
TD 65536
CDC13
44
s 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
RQ 3.2767999 sec
RG 101
DA 50.000 usec
E 11.14 usec
TE 299.4 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
51 65536
500.1300000 MHz
EM
0
0.30 Hz
0
| 1.00

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 3.54. H20 bilesiginin "H-NMR spektrumu.

BRUKER
(>0

Current Data Parameters
NAME 2 H366

4 N o
Tommen 5 88 e H
0 VAo ® . P FROCNO 1
T MM o~ - -
oo © 0 F2 - Acquisition Parameters
| \ \I{/ | \/ Date 20230227
Time 14.43 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
(:' PULPROG 2gpg30
TD 65536
F N SOLVENT cpcl3
NS 745
N DS 4
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
N N 20 1.0878977 sec
H RG 101
Cl Dl 16.600 usec
(@] bE 5.50 usec
TE 300.6 K
H20 D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13C
PO 3.33 usec
PL 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SFO2 500.1320005 MHz
NuC2 1H
CPDPRG[2 waltz65
BCED2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
ST 68
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
SSB 0
{ LB 1.00 Hz
" ol I INIA N GB 0
w BC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.55. H20 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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3.1.26. 4-(2-(2,5-Difluorofenil)-1-etil-5-fluoro-1H-benzimidazol-6-il)morfolin
(H21)
F
F N
G
NI
ot ) F
H21
Verim - 45%
Fiziksel ozellikler : Sar1 toz
Erime noktasi :195°C
Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)
Molekiiler formiil . C1oH18F3N30

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 362 ([M+1]*, %100)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 1,22 (t, 3H, J=7,2, -CHs) 3,07 (t, 4H, J=4,6, -NCH,-
), 3,80 (t, 4H, J= 4,7, -OCH2-), 4,16 (q, 2H, J=7,2, N-CH»-CHs), 7,31 (1H, d, J=6,2, ArH),
7,49-7,56 (m, 4H, ArH).
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H361 45 (0.454) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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\
|
|
|
®
‘
|
363.67
258.67 292.53 -
" 786.03
o170 25020 || 29930 | 4049 5% sa4p es617 | B4220csaatosed0 109354 119163
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Sekil 3.56. H21 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.57. H21 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.27. 2-(2,6-Diklorofenil)-5-fluoro-6-(4-fenilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol
(H22)

N H ¢l
©/ H22

Verim - %55

Fiziksel ozellikler : Sar1 toz

Erime noktasi 1 142-143 °C

Saflagtirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil 1 Ca3H19ClFNy

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z ; 441 ([M+]*, %80), 443 ([M+2]*, %60), 445 ([M+4]", %11)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, TFA-d): & ppm 3,41-3,45 (m, 4H, -NCH,-), 3,64-3,65 (m,
4H, -NCHy-), 7,20-7,21 (m, 1H, ArH), 7,42-7,47 (m, 4H, ArH), 7,60 (d, 1H, J=7,5, ArH),
7,79-7,82 (m, 3H, ArH), 7,89 (d, 1H, J=11,6, ArH), 13,56 (s, 1H, NH).

1BC NMR (125 MHz, DMSO-ds, TFA-d): 8 ppm 52,00; 56,35; 102,66; 102,88; 104,97;
119,18; 124,54; 12523; 127,78; 127,89; 129,24; 129,65; 130,06; 135,29; 135,60; 139,56;
139,66 144,66; 146,53; 153,95; 155,90.
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H-441 38 (0.383) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.58. H22 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.59. H22 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

655.74
650

1: Scan ES+
3.81e7

723.13 743.92

700

LUTISNL vdld rarameCers

750

m/z

NAME H441-TFA

EXPFNO 4

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20230319

Time 10.08 h

INSTRUM Avance

PROBHD Z151574_0038 (

PULPROG zg30
65536

SOLVENT DMSO

NS 100

DS 2

SWH 10000.000 Hz

FIDRES 0.305176 Hz

AQ 3.2767999 sec

RG 101

DW 50.000 usec

DE 11.14 usec

TE 296.6 K

D1 1.00000000 sec

D0 1

SFO1 500.1330883 MHz

NUC1 14

PO 2,67 usec

Pl 8.00 usec

PLW1 24.04299927 W

F2 - Processing parameters

SI 65536

SF 500.1300000 MHz

WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

PC 1.00
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Sekil 3.60. H22 bilesiginin *C-NMR spektrumu.
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Current Data Parameters
NAM

H441-TFA
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20230318
Time™ 17.10 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG Tzgpg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 1600
DS rl
30120.482 Hz
0.919204 Hz
1.0878977 sec
101
16.600 usec
6.50 usec
287.6 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec
1
125.7703643 MHz
13c
3.33 usec
10.00 usec
85.18099976 W
500.1320005 MHz
1H
CPDPRG(2 waltz65s
PCPD2 .00 usec
PLH2 24.04299927 W
PLA12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
s 32768

125.7577885
EM

1.00

1.40

MHz

Hz
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3.1.28. 6-Kloro-1-(4-klorobenzil)-2-(2,5-difluorofenil)-1H-benzimidazol (H23)

F
JON
N
cl N
F
cl H23
Verim - %87
Fiziksel ozellikler : Beyaz kristal
Erime noktasi 1 141-142 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:5)
Molekiiler formiil . C20H12Cl2F2N;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 389 ([M]*, %100), 391 ([M+2]*, %70), 393 ([M+4]*, %11)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 5,46 (s, 2H, -NCH,-), 6,96 (d, 2H, J=8,5, ArH), 7,32
(dd, 3H, Jo=8,5, Jn=1,6, ArH), 7,47-7,58 (m, 3H, ArH), 7,74 (ds, 1H, Jn=1,8, ArH), 7,77 (d,
1H, J=8,6, ArH).
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H389 44 (0.444) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100‘
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Sekil 3.61. H23 bilesiginin kiitle spektrumu.

N
N
N

389.56

391.56

392.52
393.55

‘394.62
\ 434.96 49476 52427

630.27 661.88 g5 84704.06

400 450 500 550
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Current Data Parameters
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Sekil 3.62. H23 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date 20230110

Time™ 12.38 h

INSTRUM Avance

PROBHD Z151574_0038 (

PULPROG 2g30

TD 655536

SOLVENT DMSO

NS 60

DS 2

SWH 10000.000 Hz

FIDRES 0.305176 Hz

AQ 3.2767999 sec

RG 101

DW 50.000 usec

DE 11.14 usec

TE 295.0 K

D1 1.00000000 sec

TDO

SFOl1 500.1330883 MHz

NUC1 1H

PO 2.67 usec

Pl 8.00 usec

PLW1 24.04299927 W

F2 - Processing parameters

SI

SF 500.1300000 MHz

WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

BC 1.00
ppm
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3.1.29. 2-(2,4-Dimetoksifenil)-1-propil-1H-benzimidazol (H24)

H5CO

N

©: N OCH,4
N
( H24

Verim : 95%

Fiziksel ozellikler . Acik sar1 toz

Erime noktasi 1 136-137 °C

Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)
Molekiiler formiil . C18H20N202

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 297 ([M+1]*, %100)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 0,66 (t, 3H, J=7,4, CH2-CHs), 1,60 (q, 2H, J= 7.4,
N-CH.-CHy), 3,79 (s, 3H, -OCHbs), 3,87 (s, 3H, -OCHs), 3,98 (t, 2H, J=7,3, N-CH;-), 6,70
(dd, 1H, Jo=8,4, Jn=2,3, ArH-5Y), 6,75 (ds, 1H, Jn=2,3, ArH-3"), 7,19-7,27 (m, 2H, ArH-5, 6),
7,35 (d, 1H, J=8,4, ArH-6"), 7,59 (d, 1H, J=7,6, ArH-4), 7,63 (d, 1H, J=7,6, ArH-T7).

13C NMR (125 MHz, DMSO-de): 5 ppm 11,44 22,68; 45,76 55,91; 55,99: 98,94; 105,94;
111,00; 112,63; 119,35; 121,78; 122,35; 133,14; 135,46; 143,32; 151,82; 158,69; 162,49.
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H-331 52 (0.524) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.63. H24 bilesiginin kiitle spektrumu.

1: Scan ES+
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Sekil 3.64. H24 bilesiginin *H-NMR spektrumu.

PROCNO

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

Current Data Parameters

H-331-296
2
1

F2 - Acquisition Parameters
20

0622
16.49 h
Avance
Z151574_0038 (
zq30
65536
DMSO
16

2
10000.000 Hz
0.305176 Hz
3.2767999 sec
94.697
50.000
11.14

usec
usec

=

297.8
1.00000000 sec

500.1330883
1H
2.67

8.00 usec
24.04299927 W

usec

F2 - Processing parameters

655
500.1300000 MHz
EM

0.30 Hz

1.00
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BRUKER
(>

Current Data Parameters

288 9 $3 222883 o oo © PO NAME H-331-296
: > 0 % oannese 3 S 2 bR EXPNO 1
SE A T A% IR3NCSE I we w0 o PROCNO 1
S84 3 9% 33Zc0z2 R P § =
l i | | \/ \’/ \/ [ | v | | | F2 - Bcquisition Parameters
Date 20230622
Time 16.43 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG “zgpg30
D 65536
H3CO SOLVENT DMSO
NS 1221
N DS 4
N SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
OCH; 20 1.0878977 sec
N RG 101
bW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 298.7 K
D1 2.00000000 sec
H24 D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 125.7703643 MHz
NUCL 13c
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLAL 85.18099976 W
SFOZ 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCED2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
SI
sF 125.7577885 MHz
WDH EM
sSB
1B 1.00 Hz
GB
! | J‘ BC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.65. H24 bilesiginin *C-NMR spektrumu.

159



3.1.30. 2-(2,5-Difluorofenil)-1-propil-1H-benzimidazol (H25)

Verim : %85

Fiziksel ozellikler : Kahverengi toz

Erime noktasi : above 300 °C

Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (3:1)
Molekiiler formiil 1 Ci6H14F2N>

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 273 ([M+1]*, 100%)

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg): & ppm 0,81 (t, 3H, J= 7,4, CH,-CH3), 1,81 (q, 2H, J= 7,4,
N-CH2-CHy), 4,13 (2H, t, J=7,4, N-CH,-), 7,21-7,46 (5H, m, ArH), 7,47 (1H, dd, J.=6,2,
Jn=1,8, ArH), 7,87 (1H, dd, J.=6,2, Jn=1,8, ArH).
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‘H306 73 (0.736) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

1: Scan ES+
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Sekil 3.66. H25 bilesiginin kiitle spektrumu.
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T T e e o s e e S e e e A A e i e T P R PRpE gy :
W/ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230620
Time 16.50 h
THSTRUI Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG 2930
™ 65536
SQLVENT cpC13
R Ns 16
2
@N o 10000.000 Hz
A FIDRES 0.305176 Hz
aQ 3.2767999 sec
RG 101
N W 50.000 usec
F DE 11.14 usec
TE 297.8 ¥
D1 1.00000000 sec
TDO 1
H25 SFO1 500.1330883 MHz
NuC1 18
¥0 2.67 usec
P1 B.00 usec
PLH1 24.04299927 W

F2 - Processing parameters
65536

SF 500.1300000 MHz
WDW EM
558 0
LB 0.30 Hz
GB 0
l M PC 1.00
- 1 — .~
AL | |
2853 2 g |z
—|o|m|N o~ o~ L]
T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 3.67. H25 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.31. 6-Kloro-2-(2,5-difluorofenil)-1H-benzimidazol (H26)

F
JON
\
Cl N
H F
H26
Verim : %80
Fiziksel ozellikler : Beyaz toz
Erime noktasi :178-180 °C
Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)
Molekiiler formiil : C13H:CIF:N;

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 265 ([M+1]*, 100%), 267 ([M+3]*, %33)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 7,28 (dd, 1H, J,=8,6, Jn=2,1, ArH-5), 7,43-7,48 (m,
1H, ArH), 7,51-7,56 (m, 1H, ArH), 7,67 (d, 1H, J=8,6, ArH-4). 7,71 (s, 1H, ArH-7), 7,96-
8,00 (m, 1H, ArH), 12,8 (bs, 1H, NH).
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H414 32 (0.323) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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Sekil 3.68. H26 bilesiginin kiitle spektrumu.
Current Data Parameters
NRME H-414
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230727
Time 10.37 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0038 (
PULPROG 2930
™ 65536
F SOLVENT
NS 18
N Sin 10000.000 Hz
N\ FIDRES 0.305176 Hz
aQ 3.2767999 sec
¥ RG 1
Cl INI DW 50.000 usec
F DE 11.14 usec
b1 1.00000000 sec
D! .
H26 00 1
SFoL 500.1330883 MHz
NUC1 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
s1 65536
SF 500.1300000 MHz
wWowW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
J]UU PC 1.00
,,,,, EEC L A :
e
T T T T T - |‘- T l‘. T T T T T 1 T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0  ppm

Sekil 3.69. H26 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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3.1.32. 4-(6-Kloro-5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)-N'-hidroksibenzimidamid
(H27)

OH
F N N
JORS W
N NH
Cl H 2

H27

Verim %75

Fiziksel ozellikler : Beyaz kristal

Erime noktasi 1 241-242 °C

Saflastirma yontemi : Kolon kromatografisi; etil asetat: n-hekzan (1:1)

Molekiiler formiil : C14H10 CIFN,O

Kiitle spektrumu: ESI-MS m/z: 305 ([M+1]*, %100), 307 ([M+3]*, %37)

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 5,92 (s, 2H, C-NHy), 7,64 (s, 1H, ArH), 7,80 (s, 1H,
ArH), 7,86 (d, 2H, ArH), 8,17 (d, 2H, ArH), 9,82 (s, 1H, N-OH), 13,25 (bs, 1H, NH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 49,06; 114,74; 126,34; 126,78; 130,12; 135,41;
150,69; 153,06; 153,69; 154,96.
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H-304 24 (0.242) Cn (Cen 2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.70. H27 bilesiginin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.71. H27 bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Current Data Parameters
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Sekil 3.72. H27 bilesiginin *C-NMR spektrumu.

3.2. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri
3.2.1. Anti-enflamatuvar Etkinlik Tayini
3.2.1.1. insan Kirmiz1 Kan Hiicre Membran Stabilizasyon Kapasitesi

Yeni sentezlenen molekiillerin anti-enflamatuvar etkinliklerini degerlendirmek amaciyla
insan kirmizi kan hiicre membranlarinin stabilizasyon kapasiteleri 6l¢iilmiis ve sonuglar Tablo
3.1’de agiklanmustir. En yiiksek etkinlik %79,35 ve %78,42 stabilizasyon kapasitesi ile
sirastyla H11 ve H22’te bulunmustur.

3.2.2. Antioksidan Etkinlik Tayini

Yeni sentezlenen molekiiller ve referans maddelerin antioksidan kapasitelerini

degerlendirmek icin ABTS ve DPPH serbest radikallerini siipiiriicii etkileri 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 3.1. Yeni sentezlenen molekiiller ve referans maddelerin insan kirmizi kan hiicre membran
stabilizasyon etkileri.

H1 40,71 + 1,11 H14 51,74 £ 2,63
H2 37,62 £1,40 H15 6,33+ 1,18
H3 11,57 £ 1,40 H16 36,88 + 0,44
H4 29,77 +1,32 H17 EY
H5 22,85+ 1,03 H18 4,12+ 1,39
H6 28,05+ 0,74 H19 33,10+1,23
H7 22,85+ 1,03 H20 -
Hs 13,34+ 1,04 H21 EY
H9 24,33 +£0,56 H22 78,42 + 0,47
H10 6,38+ 1,55 H23 36,83 + 0,70
H11 79,35 + 0,31 H24 35,80 +1,19
H12 20,94 2,11 H25 EY
H13 14,71 0,90 H26 49,24 + 0,43
Indometazin 27,38 + 1,48 H27 14,86 + 0,60

Deneysel ¢aligmalar ti¢ tekrarli yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. EY: Etki
yok.

3.2.2.1. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi

Yeni sentezlenen molekiillerin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkileri Tablo 3.2°de
gosterilmistir. 0,1mM ve 1mM konsantrasyonlarda en yiiksek inhibisyonu %20,98 ve %48,04
H27 gostermistir. Bu aktiviteyi sirastyla 1mM’da %35,32 inhibisyonla H22 takip etmistir.

3.2.2.2. ABTS Radikal Katyon Renk Giderme Testi

Yeni sentezlenen molekiillerin ABTS serbest radikalini siipiiriicii etkileri Tablo 3.3’te
gosterilmistir. 0,01mM, 0,1mM ve 1mM konsantrasyonlarda en yiiksek inhibisyonu %31,89;
%93,02 ve %94,40 ile H27 gostermistir. Bu aktiviteyi 0,1mM’da %28,22 ve ImM igin
%84,93’1e H22 takip etmistir.
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Tablo 3.2. Yeni sentezlenen molekiiller ve referans maddelerin DPPH serbest radikalini siipiiriicti

etkileri.

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
BHT
Askorbik asit
E-vitamini

1mM

17,64 £ 0,16
4,15+£2,73
4,61 +£3,70
31,18+ 1,71

EY
5,70 £ 0,67
6,85+ 1,04
5,72 £ 0,46
29,16 +£ 1,96
3,64 £ 0,93

EY

EY
7,92 +0,97
3,10£2,78
13,84 + 0,78
19,29 + 3,63
12,4+ 1,76
18,76 £ 3,66
9,06 £1,11

EY
35,32+ 0,78
11,57 + 3,31
18,62 + 0,51
19,66 + 3,69
24,67 1,02
48,04 = 1,97
43,78 £ 0,15
83,08 £0,27
81,05+ 0,06

0,dmM

EY

EY

EY
11,94 + 2,88

EY

EY

EY

EY
1,60 +1,49

EY

EY

EY

EY

EY

EY

EY

EY

EY

EY

EY
10,94 + 0,91

EY

EY

EY

EY
20,98 + 0,48
5,74 £ 0,81
54,47 + 1,05
81,01 £ 0,06

Deneysel ¢aligmalar ii¢ tekrarli yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. EY: Etki
yok, BHT: butilhidroksitoluen
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Tablo 3.3. Yeni sentezlenen molekiiller ve referans maddelerin ABTS serbest radikalini siipiiriicii

etkileri.

1 mM 0,1 mM 0,01 mM
H1 68,99 + 2,59 18,35+ 0,27 9,11+ 0,74
H2 21,43 + 1,34 EY EY
H3 18,09 + 2,13 EY EY
H4 69,85 + 1,36 21,69+ 1,72 12,75 + 0,89
H5 EY EY EY
H6 25,62 + 3,66 EY EY
H7 EY EY EY
H8 EY EY EY
H9 54,41+ 0,73 12,70 £ 0,49 6,33+1,27
H10 825+1,12 EY EY
H11 EY EY EY
H12 EY EY EY
H13 5,50+0,83 EY EY
H14 23,48 £0,78 EY EY
H15 EY EY EY
H16 EY EY EY
H17 EY EY EY
H18 EY EY EY
H19 18,37 £ 1,78 EY EY
H20 - - -
H21 36,94+ 0,71 EY EY
H22 84,93 £2,12 28,22+ 1,10 EY
H23 EY EY EY
H24 11,47 £1,15 EY EY
H25 EY EY EY
H26 14,91 EY EY
H27 94,40 + 0,07 93,02 £ 0,12 31,89 + 0,18
BHT 94,28 + 0,30 71,55+ 0,76 10,97 + 2,15
Askorbik asit 94,91 94,75+ 0,14 61,43 +£0,25
E-vitamini 94,16 0,27 94,59 + 0,25 94,18 £0,32

Deneysel ¢aligmalar ii¢ tekrarli yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. EY: Etki
yok, BHT: butilhidroksitoluen

3.2.2.3. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Askorbik asit i¢in standart kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.73). Denklem Sekil 3.73te
gosterildigi lizere y = 0,0093x + 0,0647 (R? = 0,998) olarak bulunmustur.

Numunelerin total antioksidan kapasitesi degerleri Tablo 3.4’te agiklanmustir. En yiiksek total

antioksidan kapasiteye sahip molekiil gram numune basina 48,33+1,47 mg AAE (Askorbik
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Asite Esdeger) ile H27 olarak bulunmustur. Bunu gram numune basina 36,37+1,48 mg AAE
ile H22 takip etmistir. Diger numuneler arastirilan konsantrasyonlarda hesaplanabilir bir total

antioksidan kapasite degeri gostermemistir.

Askorbik asit y = 0,0093x + 0,0647
R?=0,998
0,600
0500 [ e
0400 | e

0,300

Absorbans

0200 | e

0,100 | ..o g

0,000
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.73. Askorbik asit standart kalibrasyon grafigi

Tablo 3.4. Yeni sentezlenen molekiillerin total antioksidan kapasitesi.

H22 36,37 + 1,48
H27 48,33+ 1,47

Deneysel ¢alismalar ii¢ tekrarli yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. AAE:
askorbik asit esdegeri.

3.3. Molekiiler Yerlestirme Calismalar:

Yerlestirme caligmasi Cresset Flare yazilimi kullanilarak COX-1 (PDB: 3N8Z), COX-2
(PDB: 5IKQ) ve sitokrom oksidaz (PDB: 2X08) enzimlerine karsi yapildi ve ilgili skorlar
kaydedildi, Tablo 3.5'te gosterildigi gibi.

Sentezlenen bilesikler arasinda en yiiksek anti-enflamatuar aktiviteyi sergileyen H11
bilesiginin yerlestirme calismasi, COX enzimine baglandiginda daha kararli bir baglanma
etkilesiminin gostergesi olarak daha diisiik bir enerji skoru gostermistir (-10,01 kcal/mol). Bu
hesaplamali bulgu, laboratuvardaki deneysel sonuglarla uyumludur. Sekil 3.75 ve 3.76'da
gosterildigi gibi, H11 bilesigi COX-2 enzimine indometazin ile ayni sekilde baglanir. Ayrica
H27 bilesigi sitokrom oksidaz ile yerlestirildiginde yiiksek antioksidan aktivite ve diisiik
enerji skoru (-8,02 kcal/mol) ile yiiksek kararlilikta baglanma gostermektedir
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Tablo 3.5. Sentezlenen bilesiklerin COX-1, COX-2 ve sitokrom oksidaza karsi yerlestirme enerji
skoru.

COX-1 (3N82) COX-2 (51KQ) Sitokrom oksidaz

(2X08)

AFLP 701 -9,81 - -

A JMS 602 - -9,24 -

Diklofenak -5,14 -9,21 -

indometazin -6,88 -7,98 -

Aspirin -4,60 -5,31 -

A ASC 1253 - - -5,59
H1 -6,70 7,71 -6,00
H2 -6,51 -9,81 -5,96
H3 -10,15 -10,02 -6,51
H4 -5,76 -7,57 -6,07
H5 -5,26 -8,14 -5,55
H6 -6,86 -11,14 -6,84
H7 -9,36 -8,06 -5,70
H8 -7,57 -8,80 -6,27
H9 -7,23 -9,25 -6,77
H10 -7,11 -8,54 -5,92
H11 -6,69 -10,01 -6,77
H12 -6,88 -9,83 -7,37
H13 -9,32 -8,90 -6,19
H14 -9,10 -8,60 -5,96
H15 -9,26 -8,29 -5,79
H16 -9,00 -8,80 -5,97
H17 -9,63 -9,52 -6,11
H18 -9,93 -9,60 -6,04
H19 -5,75 -6,14 -5,07
H20 -7,41 -9,55 -6,66
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H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27

indometazin

Sekil 3.74. H11 bilesigi ve standart indometazin COX-1(PDB: 3N8Z) enzimi ile 2D etkilesimleri.

indometazin

-7,13
-7,22
-6,11
-8,54
-8,49

-8,05

-6,88

-8,54
-6,40
-11,24
-7,93
-7,90
-6,98

-5,30

H11

-6,72
-7,34
-6,55
-5,04
-4,62
-4,99

-8,02

Sekil 3.75. H11 bilesigi ve standart indometazin COX-2 (PDB: 5IKQ) enzimi ile 2D etkilesimleri.
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Sekil 3.76. H11 bilesigi ve standart indometazin COX-2 (PDB: 5IKQ) enzimi ile 3D etkilesimleri.
Bilesik H11 pembe renkte, indometazin sar1 renkte.

A ASC H27

Sekil 3.78. H27 bilesigi ve standart askorbik asit sitokrom oksidaz (2X08) enzimi ile 3D etkilesimleri.
Bilesik H27 mor renkte, askorbik asit sar1 renkte.
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3.4. Ilac Benzerlik Calismalar

Lipinski kurallarina dayali olarak farmakokinetik parametrelerinin tahmini agisindan,
bilesiklerin daha ileri degerlendirilmesi ve SwisSADME programi kullanilarak hesaplamali

ilag benzerlik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sonuglar Tablo 3.6'de 6zetlenmistir.

Tablo 3.6. incelenen bilesiklerin ila¢ benzerlik degerlendirmesi.

Bilesik Molekiil | LogP | TPSA | HBDs | HBAs | n- Log | Glabs. | Lipinski
agirhgi rotb | S

(g/mol) (A?) Kurah

Hi 330,38 4,14 47,14 1 3 5 -5,13 | Yiiksek | Evet; 0
violation

H2 330,38 4,12 47,14 1 3 5 -5,07 | Yiiksek | Evet; 0
violation

H3 336,33 4,74 37,91 1 4 4 -5,31 | Yiuksek | Evet; 1
violation

H4 325,36 3,93 61,70 1 3 4 -5,00 | Yiiksek | Evet; 0
violation

H5 344,36 3,79 75,21 2 4 5 -491 | Yiksek | Evet; 0
violation

H6 369,24 5,17 37,91 1 2 4 -6,19 | Yiiksek | Evet; 1
violation

H7 350,80 4,65 47,14 1 3 4 -5,70 | Yiiksek | Evet; 0
violation

H8 350,80 4,69 47,14 1 3 4 -5,76 | Yuksek | Evet; 0
violation

H9 380,82 4,67 56,37 1 4 5 -5,75 | Yiiksek | Evet; 0
violation

H10 380,82 4,64 56,37 1 4 5 -5,75 | Yuksek | Evet; 0
violation

H11 389,66 571 37,91 1 2 3 -6,81 | Diistik | Evet; 1
violation

Hi12 389,66 5,65 37,91 1 2 3 -6,81 | Diisik | Evet; 1
violation

H13 356,75 5,28 37,91 1 4 3 -5,95 | Diisik | Evet; 1
violation

H14 310,70 4,65 17,82 0 4 2 -4,89 | Yiksek | Evet; 1
violation
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H15 306,72 3,69 47,14 -4,48 | Yiiksek | Evet; 0
violation
H16 306,72 3,71 47,14 -4,48 | Yiiksek | Evet; 0
violation
H17 315,56 4,79 28,68 -5,55 | Yiiksek | Evet; 1
violation
H18 315,56 4,76 28,68 -5,55 | Yiiksek | Evet; 1
violation
H19 366,22 4,12 41,15 -5,12 | Yiiksek | Evet; 0
violation
H20 366,22 4,06 41,15 -5,12 | Yiiksek | Evet; 0
violation
H21 361,36 3,93 30,29 -4,48 | Yiksek | Evet; 0
violation
H22 441,33 5,20 35,16 -6,81 | Yiiksek | Evet; 1
violation
H23 389,23 5,87 17,82 -6,53 | Diistik | Evet; 1
violation
H24 296,36 3,54 36,28 -4,29 | Yiksek | Evet; 0
violation
H25 272,29 4,22 17,82 -4,49 | Yiksek | Evet; 1
violation
H26 264,66 4,04 28,68 -454 | Yiiksek | Evet; 0
violation
H27 304,71 2,97 87,29 -4,02 | Yiiksek | Evet; 0
violation
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4. TARTISMA

Bu tez calismast kapsaminda 27 orijinal 6/2-siibstitiie-1H-benzimidazol tiirevleri (H1-H27)

sentezlenmis ve anti-enflamatuar ve antioksidan aktiviteleri agisindan incelenmistir.

Tasarlanan H1-H13 bilesiklerini elde etmek i¢in, 5-kloro-2-nitroanilin, 5. pozisyondan,
aromatik niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonu yoluyla 4-kloro-fenol veya benzil alkol ile
stibstitie edildi, boylece; 5-(4-klorofenoksi)-2-nitroanilin (4) veya 5-(benziloksi)-2-
nitroanilin (5) elde edildi ve bu iiriinler etanolden kolayca kristallendirildi. ITK
calismalarinda, baslangi¢ bilesigi olan, 5-kloro-2-nitroanilin ile 4 ve 5. bilesikler, ayn1 Rf
degerinde gozlendi, bu nedenle yayinlanan verilere gore erime noktalari ile maddeler
dogrulandi. 5-(Siibstitiie)-2-nitroanilin, hidrojen kaynagi olarak konsantre HCI varliginda
SnCly kullanilarak rediiklendi, reaksiyonun sonucu kahverengi veya turuncu rengin
kaybolmasi ile belirlenmistir. Reaksiyon ortami nétralize edildi ve {iriin etil asetat ile ekstrakte
edildi. Rediiklenen bilesik 6 ve 7'nin kararsizlig1 nedeniyle, bu bilesikler etil asetatin diisiik
basing altinda buharlastirnlmasindan sonra saflastirllmadan, bir sonraki basamak icin
kullanildi. Bilesik 6 veya 7, siibstitiie benzaldehitlerin sodyum metabisiilfit tuzlar ile
benzimidazol tiirevlerini H1-H13 sentezlemek igin refluks edildiler. Tasarlanan sonug
triinler, mobil fazda cesitli ¢oziicii sistemler kullanilarak, kolon kromatografisi ile

saflastirildilar.

5-Kloro-4-fluoro-2-nitro-N-(siibstitiie)-anilin 10 bilesigi H14-18 bilesiklerini sentezlemek
icin kullanild1. Nitro grubu SnCly/HCI sistemi kullanilarak oda sicakliginda rediiklendi.
Rediiklenen bilesik kararsiz oldugundan, bir sonraki reaksiyon olan kondenzasyon reaksiyonu
i¢cin miimkiin olan en kisa siirede saflastirilmadan kullanildi. Bilesik 10'daki klor atomu, H19-
H21 bilesiklerini olusturmak i¢in morfolin veya 1-fenilpiperazin ile niikleofilik siibstitiisyon
reaksiyonu ile degistirildi, bilesik 14 ve 15, hidroklorik asit varliginda, katalizor olarak kalay
(IT) kloriir kullanilarak rediiklendi. Rediiklenen iiriinler, 16 ve 17 kararsiz oldugundan

saflastirilmadan bir sonraki adim olan kondensasyon reaksiyonunda kullanildi.

H23 bilesigi, baslangig¢ bilesigi olarak 2,4-dikloro-1-nitrobenzen 18'den sentezlendi. Bilesik
18 in, 2. pozisyonundaki klor atomu aromatik niikleofilik yer degistirme reaksiyonu ile (4-
klorofenil) metanamin ile yerdegistirmis, ardindan nitro grubu yukarida anlatildig: gibi 6nce
SnCl/HCl kullanilarak rediiklendi ve ilave saflastirma islemleri uygulanmadan ilgili

benzaldehitlerin sodium meta bisiilfit tuzu ile yogunlastirma reaksiyonu ile sentezlenmisdir.
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1-Kloro-2-nitrobenzen 23, anhidr K,COs varliginda propilamin ile siibstitiic edilmistir. Elde
edilen iiriin 24, rediiklenmis ve ilgili siibstitiie benzaldehitin sodyum metabisiilfit tuzu ile

yogunlagtirilarak H24 ve H25 bilesikleri elde edilmistir.

H26 Bilesigi, 4-klorobenzen-1,2-diamin 26, DMF i¢inde, 2,5-difluorobenzaldehit sodyum
metabisiilfit tuzu 22 ile dogrudan yogunlastirilmis ve kat1 {iriin olusumunu saglamak igin

soguk suya dokiilmiis ve kolon kromatografisi ile saflastirilarak elde edilmistir.

Amidoksim tiirevi H27, 4-(6-kloro-5-floro-1H-benzimidazol-2-il)benzonitril  29'dan
sentezlenmigtir; bilesik 11 ile 4-siyanobenzaldehit sodyum metabisiilfit tuzunun 28,
kondensasyon reaksiyonu sonucu bilesik 29 elde edilmistir. 4-(6-Kloro-5-fluoro-1H-
benzimidazol-2-il)benzonitril 29, oda sicakliginda hidroksilamonyum kloriir ve potasyum
tert-butoksit ile reaksiyona sokularak H27 bilesigi sentezlenmistir. Potasyum tert-butoksit,

hidroksilaminin in situ olusumuna izin verir.

Anlatildig1 {izere,27 yeni nihai iiriin sentezlendi, sentezlenen bilesiklerin saflik kontrolleri
ITK ve erime noktas: kullanilarak kontrol edildi ve tahmini kimyasal yapilar1 *H-NMR, *3C-
NMR ve kiitle spektral analizleri kullanilarak dogrulanda.

Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR spektrumlari tasarlanan kimyasal yapilarla uyumludur.
Spektrumlardaki entegre protonlarin sayist her durumda beklenen proton sayisiyla eslesmistir.
Bilesiklerin spektrumlari, sirastyla DMSO-d6 ve H,O protonlarinin artik ¢dziicii piklerine

karsilik gelen 6 2,5 ve § 3,35'te rezonansa giren iki sinyal gostermistir.

Benzimidazol halkasindaki iki nitrojen arasindaki hidrojenin tautomerizasyon etkisi
nedeniyle, bazi proton ve karbon sinyalleri genis pikler olarak ortaya ¢ikar ve hatta bazi
karbon sinyalleri siibstitiie edilmemis analoglarin NMR spektrumlarinda gézlemlenemez. Bu
nedenle, siibstitiie olmamis tiirevlerin proton ve karbon NMR spektrumlarinda, piklerin

gorinimiini netlestirebilmek i¢in trifloroasetik asit kullanilmigtir. (Altaib vd., 2023)

!H-NMR spektrumlar1 incelendiginde, 6-siibstitiie benzimidazol tiirevlerindeki tiim
benzimidazol halka protonlar1 ayni aralikta ve ayni sekilde ortaya ¢cikmistir; H-4 & 7,54-7,97
ppm araliginda doublet olarak, H-5 6 7,25-7,37 ppm araliginda doublet doublet olarak ve H-
7 6 6,87-7,53 ppm aralifinda doublet singlet olarak gozlenmistir. Buna karsilik, 5,6-
disiibstitiie benzimidazol tiirevleri (H14-H22, H27), 5. pozisyondaki fluor atomunun varlig

nedeniyle 4. pozisyonda hidrojen ile boliinme gostermistir.
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Benzimidazol halkasinin NH protonu i¢in 6 10,30 ila 15,40 ppm arasinda degisen, dnemli bir
diisiik alan kaymasi gozlemlenmekte ve yayvan singlet sinyal olarak goriinmektedir. Ancak

bu pik N-siibstitiie olan bilesikler i¢in mevcut degildir.

Bilesiklerin (H1-H6) spektrumlart & 5,16-5,30 ppm araliginda 6-benziloksi pargasinin (-
OCHy>-) iki protonuna karsilik gelen singlet pik sergilemis, ayrica aromatik bolgede benziloksi

parcasina karsilik gelen bes hidrojen gostermistir.

6-(4-Klorofenoksi) tiirevlerinin (H7-H13) *H-NMR spektrumlarinda dért proton iki doublet
doublet pik olarak gorilmistiir; 2", 6" pozisyonundaki esdeger protonlar ve 3", 5"
pozisyonundaki esdeger protonlar sirasiyla 7,09-7,45 ppm ve 7,43-8,16 ppm arasinda
degismektedir.

2-(4-Siibstitiie fenil) tiirevlerinin (H1, H4, H5, H8) H-NMR spektrumlar1 dért aromatik
proton gostermistir; 6 7,26-8,45 ppm arasinda degisen 2' ve 6' pozisyonundaki esdeger
protonlar i¢in doublet doublet ve & 7,08-8,19 ppm arasinda degisen 3' ve 5' pozisyonundaki
esdeger protonlar i¢in doublet doublet olarak gozlenmistir.

2-(2-Siibstitiie fenil) tiirevlerinin (H2, H7) *H-NMR spektrumlar1 dért aromatik proton
sergilemistir: & 7,10-8,30 ppm araliginda doublet doublet, triplet, triplet ve doublet doublet
pikleri.

2-(2,5-Difluorofenil) tirevlerinin spektrumlarinda (H3, H13, H14, H21, H23, H25, H26) ii¢
proton multiplet olarak ortaya ¢ikmistir ve bu protonlar fluorun elektron ¢eken grubu

nedeniyle asag1 alana kaymustir.

2-(2,6 veya 2,4-Diklorofenil) tiirevlerinin (H6, H11, H12, H17, H18, H19, H20, H22) 'H-
NMR spektrumlari, & 7,28-7,99 ppm araliginda klor atomunun varligi nedeniyle asag1 alana
kaymus li¢ aromatik proton sergilemistir. 2-(2,4- veya 3,4-Dimetoksifenil) tiirevleri (H9, H10,
H15, H16, H24) spektrumlari, elektron verici metoksi grubunun varligi nedeniyle & 6,70-7,98

ppm arasinda degisen ii¢ korunan hidrojen gostermistir.

IN-Etil siibstitiie tiirevleri (H14, H21) beklenen tiim alifatik C-H protonlarin1 gostermis,
CHzs'iin en korumali protonlar1 & 1,22 ppm'de triplet sinyal, elektron ¢eken benzimidazol azot
atomuna yakinligi nedeniyle en korumasiz alifatik C-H'ye (ArNCH>) karsilik gelen & 4,20

ppm'de quartet sinyal olarak goriiniir hale gelmistir.
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IN-Propil siibstitiie tiirevler (H24, H25) alifatik bolgede tig farkli pik gostermistir; § 0,66-0,81
ppm'de triplet (ii¢ hidrojen), 6 1,60-1,81 ppm'de multiplet (iki hidrojen) ve 6 3,98-4,13 ppm'de

N-CH; protonu i¢in en korumasiz triplet pik olarak gézlenmistir.

'H-NMR spektrumlarindaki bilesikler (H19, H20, H21), (-NCH.-)'nin dért esdeger protonu
icin 6 3,10 ppm'de ve (-OCH>-)'nin dort esdeger protonu igin 6 3,78-3,92 ppm araliginda

morfolin pargasinin alifatik C-H'sini gostermistir.

'H-NMR spektrumundaki bilesikler (H22), piperazin pargasimin sekiz alifatik C-H
hidrojenine karsilik gelen 6 3,41-3,65 ppm arasinda degisen alifatik C-H protonu gostermistir.

Genel olarak, tiim bilesiklerdeki *C NMR spektrumlari, incelenen bilesikler igin dnerilen
kimyasal yapilarla ve benzimidazol tlirevlerinin rapor edilen verileriyle uyumludur ve
caligmanin basarisin1  gosterir. 39,4 ve 164,2'deki sinyaller sirasiyla DMSO-d6 ve
Trifloroasetik asit-d'nin ¢6ziicii piklerine karsilik gelmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlar1 Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) ydntemi ile elde
edilmistir. Ttim bilesikler pozitif iyonizasyon teknigi ile iyonize edilmis, bazi bilesikler %100
bagil bolluga sahip molekiiler iyon (M+) piki gosterirken, ¢ogu bilesik (M+1) iyonlar
seklinde pik gostermistir. Klor atomu iceren bilesiklerin izotoplarin bagil bolluklar 3:1
oraninda M+ ve M+2 olarak bulunmustur. 2 klor tasiyan bilesiklerde izotoplarin bagil
bolluklari 10:6:1 oraninda ve M+, M+2, M+4 pikleri olarak gozlenmistir. 3 Klor atomu
tasiyan bilesiklerde izotoplarin bagil bolluklar1 27:27:9 oraninda ve M+, M+2 ve M+4 pikleri
seklinde gozlenmistir. (Ender, 2020)

Yeni sentezlenen bilesiklerin anti-enflamatuar etkisi, insan kirmizi kan hiicresi
membranlarinin stabilizasyon kapasitesi kullanilarak degerlendirildi; H11 ve H22 bilesikleri
strastyla %79,35 ve %78,42 stabilizasyon kapasitesi ile en yliksek aktiviteye sahiptir. H11 ve
H22 bilesiklerinin her ikisi de 2-(2,6-diklorofenil)-1H-benzimidazol yapisi tagimaktadir.
%27,38 Inhibisyon gdsteren, standart anti-inflamatuar ila¢ indometazin ile karsilastirildiginda
en yiiksek anti-inflamatuar etkileri géstermislerdir. Diger tirevler ise; H1, H2, H4, H14, H16,
H19, H23, H24 ve H26 (siras1 ile, %40,71; %37,62; %29,77; %51,74; %36,88; %33,10;
%36,83; %35,80; %49,24) tipik indometazinden (%27,38) daha yiiksek etki sergilemislerdir.

COX-2 enzimine kars1 yapilan yerlestirme ¢alismasi, H11 bilesiginin indometazinden (-7,98
kcal/mol) daha disiik bir enerji skoru (-10,01 kcal/mol) gosterdigini ortaya koymaktadir; bu
da H11l'in COX-2 enzimine baglandiginda daha kararli bir baglanma etkilesimine isaret
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etmektedir. Bu hesaplamali bulgu, laboratuvardaki deneysel sonuglarla uyumludur. H11
bilesigi COX-2 enzimine indometasin ile ayn1 sekilde baglanir, Try 355, Val 523, Val 349,
Val 344, Leu 352, Tyr 348, Ser 530, Phe 205, Tyr 385, Leu 534, Phe 209, Trp 387, Phe 381
ile bag olusturur. (Kiefer vd., 2000; Smith vd., 2000; Thuresson vd., 2001) COX igin en
gerekli yedi kalintinin; siklooksijenaz katalizinin hiz sinirlayict adimi olan arasidonatin 13-
pro-S-hidrojeninin soyutlanmasini baglatmak igin gerekli tirozil radikalini saglayan Tyr 385
rezidiisii oldugunu gostermistir; Tyr 348 ve Gly 533, hidrojen abstraksiyonu i¢in aragidonatin
C13"inii yonlendirmek i¢in ¢ok 6nemli olan arasidonik asit ile hidrofobik etkilesimlerde yer
alir. Son olarak, Val 349, Trp 387 ve Leu 534 kalintilar1, aragidonatin miimkiin olan en iyi
diizenlemede PGGQG:; iiretmek i¢in nasil yonlendirilecegini kontrol eder. Bu bulgular, H11
bilesiginin COX-2 enziminin iglevi i¢in gerekli anahtar amino asitlere baglandigini ve PG
tiretimini baskilayabildigini gostermektedir. Ayrica H11, indometazin gibi Arg 120 amino
asidine baglanamaz, bu da H11'in COX-1'den ziyade COX-2 i¢in segici olabilecegini gosterir,
¢linkii Thuresson'un ¢aligmasina gore Arg-120'nin guanidinyum grubu, arasidonik asidin
COX-1'e yiiksek afiniteli baglanmasi i¢in 6nemlidir ancak COX-2'ye degil. (Thoreson vd.,
2001)

Ayrica H11, COX enziminin geri doniisiimsiiz inhibisyonundan sorumlu olan Ser 530 amino
asidi ile bir bag olusturur, COX enzimindeki Serin 530'un asetillenmesi, enzimin arasidonik
asidi oksitleme kapasitesini inhibe eder. (Mancini vd., 1994) Bunun yaninda, aktif bolge
boslugunun derin ucunda bulunan COX-2'nin hidrofobik "cebinin" bileseni olan valin (Val
523) amino asidi ile baglanir ve Ahmadi vd., (2022) tarafindan bildirildigi gibi COX-1
enziminden daha biiyiiktiir. Biiylik boyutu nedeniyle H11, COX-2 enzimindeki bu biiyiik cebe
girebilir, ancak COX-1'e giremez, bu nedenle H11 bilesigi etkili, segici ve giivenli COX-2

inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in baslangi¢ noktasi olarak diisiiniilebilir.

H27 bilesigi 0,1 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda sirasiyla %20,98 ve %48,04 ile en
yiiksek DPPH serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip olmustur. Bu aktiviteyi 1 mM'da %35,32
inhibisyon gosteren H22 takip etmistir. BHT standart olarak kullanilmis ve 1 mM
konsantrasyonda %43,78 ve 0,1 mM konsantrasyonda %y5,74 inhibisyon gdstermistir.
Sentezlenen molekiillerin ABTS serbest radikali tizerindeki siipiiriicii etkileri, H27'nin 0,01
mM, 0,1 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda sirasiyla %31,89; %93,02 ve %94,40 ile en
yiiksek inhibisyonu gdsterdigini ortaya koymustur. Bu aktiviteyi 0,1 mM'de %28,22 ve 1
mM'de %84,93 ile H22 takip ederken, BHT 1mM'de %94,28; 0,1 mM'de %71,55 ve 0,01
mM'de %10,97 inhibisyona ugramistir. H27, gram numune bagina 48,33 mg AAE 6lcerek en

yiiksek toplam antioksidan kapasiteye sahip olmustur. H22'nin gram numune basina 36,37
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mg AAE'ye sahip oldugu bulunmustur. H27 bilesigi, -5,59 kcal/mol degerine sahip askorbik
asit ile karsilagtirlldiginda sitokrom oksidaz enzimi ile yerlestirildigi zaman yiiksek
antioksidan aktivite ve diisiik enerji skoru (-8,02 kcal/mol) ile yiiksek stabilite baglanmasi
gostermistir. H22 bilesigi -7,34 kcal/mol gostermistir. H27 bilesigi Val 45, Pro 44, Gly 41,
Asp 37, Hem 125, Ala 36 ve Tyr 42 ile bag olusturur. Askorbik asit ile ayni baglanma

bolgesine baglanir.

Tim bilesikler Lipinskinin bes kurali ve Veber'in parametreleri ile tam bir uyum i¢inde
oldugu bulunmustur. Bu nedenle, iyi bir GI absorpsiyon ve iyi bir oral biyoyararlanima sahip
olduklai oOnerilmektedir. Ayrica, bilesiklerin Lipinsk kural parametrelerinin ve Veber'in
parametrelerinin degerleri, bilesikleri bu kurallarin biiyiik ihlalleri olmaksizin daha fazla
modifikasyon i¢in iyi bir aday haline getiren en diisiik araliklardadirlar. Tiim bu bulgularla,
bilesiklerin ilag kesif projeleri igin umut verici ve potansiyel oncii bilesikler olarak

tasarlanabilecegi dngdriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, 27 yeni 6(5)/2-siibstitiie-1H-benzimidazol tiirevleri (H1-H27) sentezlenmis ve
beklenen kimyasal yapilar *H-NMR, ¥C-NMR ve kiitle spektral analizleri kullanilarak
dogrulanmistir. Sentezlenen bilesikler, insan kirmizi kan hiicresi membranlariin
stabilizasyon kapasitesi 6lgiilerek anti-enflamatuar ve DPPH, ABTS ile toplam antioksidan

kapasite yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteler agisindan incelenmistir.

H11l ve H22, sirastyla %79,35 ve %78,42 inhibisyon ile insan kirmizi kan hiicresi

membranlarinin stabilizasyon kapasitesinde en yiiksek aktiviteye sahip olarak belirlenmistir.

H27 bilesigi, yeni sentezlenen bilesikler arasinda DPPH serbest radikal siipiirmede en biiyiik
inhibisyonu goéstermistir (%48,04). Bu aktiviteyi %35,32 inhibisyon ile H22 takip etmisdir.

Yeni sentezlenen bilesiklerin ABTS serbest radikalleri iizerindeki siipiiriicii etkileri
incelendiginde, en giiglii inhibisyonu %94,40 ile H27 bilesigi gostermis ve bilesik H22 de
(%84,93) takip etmistir. H27, gram numune basina 48,33+1,47 mg AAE dlcekle, en yiiksek

toplam antioksidan kapasiteye sahip olmustur.

Sentezlenen bilesikler arasinda en giiglii anti-enflamatuar etkiye sahip olan H11 bilesiginin
yerlestirme arastirmasi, COX enzimine baglandiginda daha kararli bir baglanma iliskisine
isaret eden diisiik bir enerji skoruna (-10,01 kcal/mol) sahiptir. Sitokrom oksidaz ile
yerlestirildiginde, H27 bilesigi giiclii antioksidan aktivite ve baglanma stabilitesinin yani1 sira

diisiik enerji skoru (-8,02 kcal/mol) sergilemektedir.

Onerimiz; H11'in anti-enflamatuar aktivitesinin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak igin
molekiiler seviyede ek c¢alismalar yapilmalidir. Farmakokinetik ve farmakodinamik
ozellikleri iyilestirmek ve optimum aktiviteye sahip analoglar elde etmek i¢in H11 ve H27'nin

daha fazla kimyasal optimizasyonu yapilmalidir.

COX enzimlerine kars1 aktiviteyi arastirmak ve en aktif bilesiklerin farmakodinamik ve
toksikolojik profillerini degerlendirmek igin in-vivo farmakolojik ve toksikolojik ¢alismalar

yapilmalidir.
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