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ONSOZ

Son on yilda kanser arastirmalarinda biiyiik bir artig yasanmustir. Diinyanin her yerinde
aragtirmacilar tiimor bilylimesini engelleyecek yeni molekiiler hedefler belirlemeye
caligmaktadirlar. Antikanser arastirma i¢in birgok hedef bulunmaktadir ve bunlardan biri de
topoziomeraz enzimleridir. Bu amag¢ dogrultusunda, bu tez ¢aligmasinda, yeni 5. konumunda
karboksamid ve karbohidrazid yapilari tagiyan benzimidazol tiirevi bilesiklerin tasarlanmasi,
sentezlenmesi, yapilarmin aydinlatilmasi ve gelisen dirence karsi etkilerini incelenmesi
dogrultusunda arastirmalar planlanmistir.

Tezimin hazirlanmasinda ve ¢aligmalarim sirasinda destek ve yardimlarini esirgemeyen,
bilgi ve deneyimleriyle bana her zaman yol gosteren, sadece bilimsel yasantimda degil her
konuda destegini yakindan hissettigim, tez danigmanim sevgili hocam Sayin Prof. Dr. Esin
AKI-YALCIN’a sonsuz sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda bana rahat bir ¢alisma ortamu saglayan Ankara Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Dekani Sayin Prof. Dr. Giilbin OZCELIKAY’a; Farmasotik Kimya
Anabilim Dali Onceki Dénem Baskani Sayin Prof. Dr. Hakan GOKER ’e; Farmasétik Kimya
Anabilim Dali Bagkan1 Saym Prof. Dr. Giilgiin AYHAN-KILCIGIL e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarim sirasinda bana her zaman destek olan, yol gosteren, bilgi ve
deneyimlerini benimle paylasan hocam Saym Prof. Dr. Ismail YALCIN’a en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Aletsel Analiz ¢alismalarinda yardimlarmi esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Hakan
GOKER’e ve elementel analiz calismalari sirasinda yardimlarin aldigim Dr. Ecz. Mehmet
ALP’e tesekkiirlerimi sunarim.

Antikanser aktivite ¢alismalarin yapilmasinda yardimeci olan Marmara Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dalindan Dog. Dr. Ozlem Ozakpmar-BINGOL’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman ilgi ve desteklerini gordiigiim A.U.E.F. Farmasétik Kimya Anabilim Dali
Ogretim Uyesi hocalarima, Arastirma Gorevlisi arkadaslarima, Farmasétik Kimya Anabilim
Dalr’'nda yiiksek lisans ve doktora Ogrencisi olan arkadaslarima ve tim Anabilim Dali
calisanlarma tesekkiirlerimi sunarim.

Hem doktora egitimim boyunca sagladigi burs ile, hem de molekiiler modelleme
¢alismalarinin UNSW School of Medicine (Sidney-Avustralya)’da yapilmasi i¢in sagladigi
bursla bana destek olan TUBITAK Bilim Insam1 Destekleme Daire Baskanligi’na
tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemde en biiyiik emegin sahibi olan, desteklerini her zaman arkamda
hissettigim anne ve babama sonsuz saygi, sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kanser, diinya niifusunun genis bir ¢cogunlugunu etkileyen onemli saglik
tehditlerinden biridir. Yapilan ¢aligmalara ve kaydedilen gelismelere ragmen kanser
diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra Oliimlerin en biiyiik sebebidir. Bu
yiizden antikanser terapisi alanindaki arastirmalar son yillarda gittikge artmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére kanser, 2018 yil1 igindeki tahmini 9.6 milyon
Olimden sorumludur ve kiiresel olarak, yaklasik 6 Olimden 1'1 kanserden
kaynaklanmaktadir. 2030 yilindan 6nce kanser yliziinden meydana gelen oliimlerin

13.1 milyona yiikselmesi beklenmektedir.

Ana kanser tiirleri arasinda akciger, mide, karaciger, kolorektal, meme ve
rahim agzi1 kanseri bulunur. Bununla birlikte, en sik goriilen kanser tiirleri kadin ve
erkekler arasinda farklilik gosterir. Kanserler, viicudun hemen hemen her kismini
etkileyebilir ve anormal genetik materyale sahip hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasindan
kaynaklanabilir, normal sinirlarin disinda biiyiimeye, saglikli dokunun yayilmasimna ve
hastalarin %90'inda 6liimlere neden olan diger organlara (metastaz) yayilmasina neden
olur. Kanser sagkalim oranlar1 kanser tiiriine baghdir ve %2 ile 95 arasmndadir.
Sagkalim sans1 yiiksek olan kanser tiirleri arasinda testis kanseri (% 95 sagkalim),
melanom (%78 - 90 sagkalim) ve meme kanseri (%79 hayatta kalma) varken, yemek
borusu, akciger veya pankreatik kanser gibi diger tipler ise hayatta kalma sansinin ¢gok
az oldugunu goriilmektedir (%10'un altinda). Bu nedenle yeni kanser tedavilerinin

gelisimi onemli bir arastirma konusudur.

Antikanser aktivitenin etki mekanizmalarindan biri DNA topoizomeraz

enziminin inhibisyonudur. Topoizomeraz enzimleri ve inhibitorleri son yillarda kanser



tedavisi i¢in Onemli hedefler haline gelmislerdir. Topoizomerazlar DNA sarmalindaki
iplik¢ikler iizerinde kiriklar meydana getirir. Bu kiriklarm tekrar birlestirilmesi
topoizomeraz enzim inhibitorleri tarafindan engellendiginde hiicre 6liimii ve apoptozis

meydana gelir (Nitiss, 2009).

Benzimidazol yapisi tasiyan tiirevlerin kemoterapdtik aktivitelerinin kayda deger
nitelikte olmasi nedeniyle bu amagla yiiriitiilen ¢alismalarda olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadir. Benzimidazol (Sekil 1.1) halka sistemleri, niikleik asidlerin yapisinda
yer alan piirin bazlarindan adenin (Sekil 1.2) ve guaninin (Sekil 1.3) halka esdegerleri
olarak organizmadaki biyopolimerlerle kolay etkilesebilmesi bakimindan onemli

halka sistemleri olarak degerlendirilmektedir (Vinsova, Cermakova ve ark., 2006).

H NH, H e
N ~y N
oo TN es
y N\ HN N \H

Sekil 1.1 Benzimidazol Sekil 1.2 Adenin Sekil 1.3 Guanin

Benzimidazol ¢ekirdegi ectrafinda ¢esitli siibstitiisyonlar genis bir biyolojik
aktivite spektrumu saglar. Benzimidazol halka yapisi tasiyan bilesiklerin, antiparaziter
(McKellar ve Scott, 1990), proton pompa inhibitérii (Iwahi, Satoh ve ark., 1991),
antimikrobiyal (Yalgin, Oren ve ark., 1992; Goker, Ozden ve ark., 2005; Holloway,
Baell ve ark., 2007), antifungal (Kerimov, Ayhan-Kilcigil ve ark., 2007; Goker, Alp
ve ark., 2009), antitumoral (Pinar, Yurdakul ve ark., 2004; Mariana and Mercedes
2005; Gowda, Kavitha ve ark., 2009; Moriarty, Carr ve ark., 2010), antiviral (Akbay,
Oren ve ark., 2003; Fonseca, Gigante ve ark., 2004) ve antienflamatuvar (Sabat,
VanRens ve ark., 2006; Gaba, Gaba ve ark., 2015) etki a¢isindan kayda deger sonuglar

veren bilesikler oldugu saptanmaistir.



Glinlimiize kadar yapilan arastirmalar, bu halka sistemlerinin en fazla 2.
konumundan siibstitiie edildigini ortaya koymaktadir. Bu konumdaki gruplar etkiyi
yonlendirirken; diger konumlardaki gruplarm ise, etki siddetinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Yalgin, Oren ve ark., 1992; Oren, Temiz ve ark., 1999; Pedini,
Alunni Bistocchi ve ark., 1999; Yadav ve Ganguly, 2015).

Giliniimiizde klinikte kullanilan albendazol, flubendazol, omeprazol,
lansoprazol, telmisartan, nokodazol benzimidazol ana yapisi tasiyan bilesiklerdir
(Sekil 1.4). Albendazol, flubendazol ve mebendazol benzimidazol ana yapisi tastyan
ve paraziter hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglardir (McKellar ve Scott, 1990).
Ayrica son yillarda yapilan caligmalar flubendazol ve mebedazolun antikanser etkileri
oldugu bulunmustur. Omeprazol, lansoprazol, pantoprazol gibi pek ¢ok proton
pompasi inhibitorii yapisinda benzimidazol halkasi tasir (Yadav ve Ganguly, 2015).
Enviroksim ve enviradin 2-aminobenzimidazol yapisinda klinikte antiviral etki i¢in
kullanilan ajanlardir (Heinz ve Vance, 1995; Gaba ve Mohan, 2016). Anjiyotensin Il
reseptor blokorii olan ve klinikte antihipertansif olarak kullanilan telmisartan ve
kandesartan sileksetil benzimidazol tiirevi ilaglardir (Wienen, Entzeroth ve ark., 2006;
Bao, Zhu ve ark., 2017). Bir benzimidazol tiirevi olan bendamustin, klinikte kanser
tedavisinde alkilleyici ajan olarak diger kematerapdtik ilaglar ile kombine halde
kullanilir (Dilip, Tai-Lin ve ark., 2017; Liu, Qin ve ark., 2018). Pimobendan,
benzimidazol ve piridazin halkas1 tasiyan kardiyotonik bir ajandir (Verdouw, Hartog
ve ark., 1986). Bir nonsteroidal antienflamatuar ilag olan benzoksazolasetik asit
yapisindaki benoksaprofenin benzimidazol halkasi tagiyan analoglar1 da klinikte ayni

amagcla kullanilmaktadir (Bansal ve Silakari, 2012).
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Sekil 1.4. Benzimidazol ana yapisi iceren ilaglar.

Benzimidazol halkas1 tagiyan antitiimor etkili Hoechst 33258 ve 33342 (Sekil
1.5) kodlu bilesiklerin yapilan ¢alismalarla ayn1 zamanda DNA topoizomeraz I
inhibitérii olduklar1 gosterilmistir (Chen, Yu ve ark., 1993). Bu bilgiler 1s1ginda,
benzimidazol tiirevleri DNA topoizomeraz inhibitorii yeni antikanser ajanlarin kesfi

i¢cin dnemli bir smif olarak 6ne ¢ikmistir.

(\N/C[:)_Q““

i} N

-

HsC Hoechst 33342 (X = OCH.)
Hoechst 33258 (X = OH)

Sekil 1.5. Hoechst 33258 ve 33342,

2004 yilinda yapilan bir ¢aligmada 2,5-siibstitiie benzimidazol tiirevi bilesiklerin
topoizomeraz Il enzimi inhibitdrii olarak giiclii antitiimoral etki gostermesi

benzotiyazol halka sisteminin Onemini arttrmaktadir. Bu bilesiklerden 5-



metilkarboksilat-2-feniltiyometilbenzimidazol (Sekil 1.6) referans ilag olarak

kullanilan etopositten bile daha etkili oldugu goriilmistiir (Pinar, Yurdakul ve ark.,
2004).

/OW/CE:)_/S@
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Sekil 1.6. 5-metilkarboksilat-2-feniltiyometilbenzimidazol.

Yapilan tiim bu calismalarin 1518inda, benzimidazol halka sistemini igeren
bilesiklerin topoizomeraz enzimini inhibe ederek kuvvetli antikanser aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Yiiksek lisans calismalar1 sirasinda molekiiler
modelleme yontemleri kullanilarak topoizomeraz enzimi inhibitorii bilesikler
tasarlanma caligmalar1 yapilmis ve en etkili tlirevlerin 5. konumunda karboksamid ve
karbohidrazid tastyan 2,5-distibstitiie benzimidazol tiirevleri oldugu goriilmiistiir. Bu
calismadan yola ¢ikilarak doktora tezi kapsaminda tiimii benzimidazol halka yapis1
tastyan 17 tanesi 5-karboksamid tiirevi (1a-r) ve 7 tanesi (2a-g) 5-karbohidrazid tiirevi
toplam 24 sonug iiriin (Cizelge 1.1) sentezlenmis, sentezlenen bilesiklerin yapilar1 *H-
NMR, Kiitle ve Elementel Analiz yontemleri kullanilarak aydinlatilmig, sitotoksik
etkileri gozlenmis ve gerceklesirilen molekiiler modelleme caligmalar1 sonucunda
sentezlenen bilesiklerin topoizomeraz Ilo enzimi {izerindeki etkilesme dinamikleri

molekiiler doking ve farmakofor modeli ¢alismalar: yiiriitiilerek incelenmistir.

Cizelge 1.1. Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesikler.

la-r 2a-g
R R Rs Re | R
la -H -Cl -H 2a -NO2 -OH
1b -H -OCHs | -H 2b -NO2 -OCHs
lc -OH -Cl -H 2c -Br -OCHs




1d -OH -OCHs -H 2d -Cl -OCHs
le -OH -H -CFs 2e -Cl -CHs
1f -OCHs -OCHs -H 2f -Br -CHs
19 -OCHs -Cl -H 29 -Br -Br
1h -OCHs -OH -H

1i -OCHs -Br -H

1j -OCHs -H -OCHs

1k -CHs -Cl -H

1l -CHs -OH -H

1m -CHs -OCHs -H

1n -CHs -H -OCHs

1o -Br -OCHs -H

1p -Br -H -NO2

1r -Br -Cl -H

1.1. DNA Topoizomeraz Enzimleri

DNA topoizomerazlari, replikasyon ve transkripsiyon sirasinda iplik¢iklerin
ayrilmasindan kaynaklanan DNA topolojik problemlerini ¢dzen hayati enzimlerdir
(Wang, 2002). Topoizomerazlar, hem ¢ekirdeksel hem de mitokondriyal genomlardaki
cok cesitli temel metabolik siireclerde 6nemli faktorler olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Topoizomerazlar, kanser, immiin bozukluklar ve ndrolojik hastaliklar ile terapotik
olarak yakindan ilgilidir ve yliksek etkili antibakteriyel ve antikanser ajanlar sirasiyla
bakteriyel ve karyotik topoizomerazlari se¢ici olarak hedefler (Pommier, Sun ve ark.,
2016).

DNA’nn tiim fizyolojik fonksiyonlar: tersiyer konfigiirasyonuna baghdir ve
topoizomerazlara duyulan temel ihtiya¢ DNA’nm c¢ift sarmal yapisindan ileri
gelmektedir. Bu ¢ifte sarmal yapis1 nedeniyle DNA biikiimsel bir gerginlik altindadir

ve replikasyon, gen ekspresyonu, transkripiyon gibi hayati hiicresel fonksiyonlar i¢in



DNA gevseme ve dolastk DNA ipliklerinin ¢6ziilmesi islemlerini topoizomeraz

enzimleri gergeklestirmektedir (Kellner, Sehested ve ark., 2002).

DNA topoizomeraz kesfi 1971°de James Wang tarafindan E.coli’de
gerceklestirildi. Calisma prensiplerine dayanarak topoizomerazlar iki ana sinifa
ayrilirlar: tip I ve tip II DNA topoizomerazlar. Tip I DNA topoizomerazlar katalitik
dongiilerinde bir seferde tek iplik¢ikli DNA zincirini kirarlar. Tip II topoizomerazlar
ise, bir ¢ift iplik¢ikli DNA zincirini kirmakta ve DNA diigiimlerini ve karigikliklarini
¢ozmek i¢in kirik seridi yeniden islemeden once bir bagka dubleks DNA segmentinin
bu geg¢ici kiriktan gegmesine izin vermektedirler (Champoux, 2001). Bu iki ana smifin
her biri kendi iginde iki alt sinifa ayrilmaktadir: IA, 1B, IIA ve IIB. Insan genomu
topoizomeraz [A, IB ve IIA’y1 kodlamaktadir. Topoizomeraz IIA’nin insanlarda

topoizomeraz Ila ve topoizomeraz I1p olmak tizere dnemli iki formu vardir.

E. Coli tip IA topoizomeraz kesfedilen ilk topoizomerazdir. Okaryotik
topoizomeraz 1 tip IB olarak smiflandirilir. Okaryotik topoziomeraz I’ler
fonksiyonlarmi yerine getirmek igin ATP enerjisine gerek duymayan monomerik
enzimlerdir (Deweese ve Osheroff, 2009). Tip IA ve tip IB topoizomeraz arasimdaki
iki onemli fark vardir. Bunlardan birincisi Tip IB hem negatif hem pozitif
stipersarimlar1  gevsetebilirken, E.coli topoizomeraz (tip 1A) ancak negatif
siipersarimlar1 gevsetebilme yetenegine sahiptir. ikinci ise tip 1B topoizomerazdaki
aktif yore tirozinleri DNA kiriginin 3° ucuna niikleofilik atak gerceklestirerek
baglanirken, tip 1A 5’ ucuna baglanir. Zincir gegisini katalizleme yeteneginden otiirii
topoizomeraz II, topoizomeraz I’e gore daha cesitli reaksiyonlar gerceklestirebilir.
DNA relaksasyonu topoizomeraz I’de yaygimnken, katenasyon-dekatenasyon ve

diigiimlenme-diigiimiin acilmas1 topozimeraz II’ye 6zgiidiir (Sekil 1.7) (Pommier, Leo

ve ark., 2010).
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Sekil 1.7. Topoizomerazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar.

Tim topoizomerazlar DNA fosfodiester omurgasini, DNA kirigmin fosfat
ucuna bagl katalitik bir tirozin kalintisindan niikleofilik atak ile parcalamaktadir. Bu
enzimlerdeki aktif yore tirozini DNA omurgasindaki fosfat grubuna kovalan atagi
gergeklestirecek ilk transesterifikasyonu baglatmak icin bir niikleofil olarak gorev
yapar. Boylece DNA zincirinde tiim topolojik doniistimlerin meydana gelebilecegi
gecici bir kirilma meydana getirir. Ikinci transesterifikasyon, ilkinin tersine, DNA
kirigini birlestirir ve serbest tirozin yeniden ortaya ¢ikarir (Chen, Chan ve ark., 2013).

Bu baglanma tip II topoizomerazlarda, tip 1A’da oldugu gibi 5’ ucundan meydana gelir
(Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Topoizomeraz II enziminin aktif tirozin kalitis1 ile, DNA fosfodiester omurgasina 5’ ucundan atag;.

1.2. Topoizomeraz Il Enzimleri

Tip II topoizomeraz, bir ¢ift DNA heliksinin digerinin i¢inden gecisini
katalizler. Topoizomeraz Il enziminin bu aktivitesi, katlanmis, siiper sarilmis veya
digimli DNA’nin ¢6ziilmesini saglar. Ayrica bu grup enzimler, replikasyon,
transkripsiyon ve birbirine bagli kardes kromozomlarmn hiicre boliinmesi sirasinda
birbirinden ayrilmasi sirasinda siiperkoillerden kurtulmada 6nemli rol oynar (Wang,
2002). Tip Il topoizomerazlar, tip I topoizomerazlardan farkli olarak homodimer
yapida enzimlerdir ve fonksiyonlarini yerine getirmek icin Mg?* ve ATP hidrolizine
ihtiyac duyarlar. Insan genomu iki tip topoizomeraz Il enzimine sahiptir: topoizomeraz
[Ia ve topoizomeraz IIf (Topo lla ve IIB). Bu enzimler iki farkli gen tarafindan
kodlanir ve farkli hiicresel islevleri yerine getirirler. Bu durumun aksine, diisiik
okaryotlar, 6rnegin tek hiicreli maya ve omurgalilar sadece bir tip topoizomeraz I
enzimine sahiptirler. Topo Ila hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinde asir1 ifade olur. Cift
iplik¢ikli DNA kiriklarin1 uyarmak veya ATP hidrolizini engellemek yoluyla Topo
Ho’nin fonksiyonunu inhibe etmek kanser terapisinde yaygin bir yaklagimdir (Hu,

Huang ve ark., 2018).



Topo II'nin bir katalitik dongiisii kabaca yedi adimdan olusur (Sekil 1.9): (i)
topo II, gecici bir DNA-enzim kompleksi olusturmak {izere ilk ¢ift iplik¢ikli DNA
zincirine (G segmenti) baglanir; (ii) ikinci ¢ift iplikgikli DNA zincirini (T segmenti)
yakalar ve iki ATP molekiiliine baglanir ve ATPase alanimin dimerizasyonuna ve N
kapismin kapanmasima neden olur; (iii) Mg?* toplar ve G-segmentini kirarak bir gegici
DNA-enzim kovalent kompleksi olusturur, (iv) Bu G-segmentte olusan gecici kiriktan
T-segmentini bir ATP molekiiliiniin hidrolizinden salinan enerjiyi kullanarak geg¢irir;
(v) G-segmentteki kirigr diger ATP molekiiliiniin hidrolizi ile kolaylastirarak
birlestirir; (vi) iki ADP molekiiliinii tahliye eder ve T segmentini serbest birakmak i¢in
C-kapisinin a¢ilmasini indiikler ve (vii) G-segmentten ayrilir ve bagka bir reaksiyon

dongiisii i¢in N kapisini agar (Larsen, Escargueil ve ark., 2003).
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Sekil 1.9. Topoizomeraz Il enziminin katalitik dongiisii (Nitiss 2009).

Benzer bir birincil dizi ve iigiinciil yapiy1 paylagmalarma ragmen, insan topo
Ilo ve B farkl dokularda, hiicrelerde ve hiicre alt1 lokasyonlarinda dagilirlar. Ayrica
farkli hiicresel fonksiyonlarinda yer alirlar. Topo Ila genel olarak c¢ekirdek
plazmasinda bulunur ve tercihen ¢ogalan hiicrelerde overeksprese olur. Ustelik, hiicre

proliferasyonunda spesifik ve hassas bir biyomarker olarak, topo llo timor hiicre
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biiyiimesi ve bolinmesinde gereklidir ve hizla biiyliyen dayanikli tiimérlerde bolca
islev goriir. Topo Iloa mitoz sirasindaki birbirine bagh kardes kromozamlarin da
birbirinden ayrilmasi i¢in de zorunludur. Ge¢ G2 ve M fazlar1 sirasinda iki kardes
kromozomun ag¢ilmasini saglar ve bu islev topo IIf tarafindan yerine getirilemez. Ek
olarak, topo Ila GO/G1 fazlar1 sirasinda ifade diizeyleri en aza inen hiicre dongiisii
bagimli bir enzimdir. Topo Ila’nin ifadesi S fazinda artmaya baslar, ve pik diizeye
G2/M fazinda ulasir ve mitoz sonunda keskin bir sekilde diiser (Farr, Antoniou-
Kourounioti ve ark., 2014). Aksine, Topo IIp tiim hiicre dongiisii asamalar1 sirasinda
nispeten diisiik ve sabit seviyelerde ifade edilir. Topo IIf hiicre hayatta kalimi1 ve
proliferasyonu i¢in gerekli degilse de, hiicre gelisimi, transkripsiyonel regiilasyon ve
farklilasmada belirgin roller oynar ve noronal farklilagsma ve uzun dmiirliiliigiine katki
saglar (Tiwari, Burger ve ark., 2012). Ustelik, topo Ilo. pozitif siiperkoil plazmidleri
negatif siiperkoil plazmidlerden daha hizli ¢6zerken topo IIf i¢in bdyle bir durum
gozlenmez. Tiim bu nedenlerle, Topo Ila potent antineoplastik ila¢ elde edilmesi i¢in

daha ¢ekici bir biyohedeftir.

(a) DNA kesilmesi
Metal Baglama Beta yaprak

DNA Interkalasyon
ATPaz —— '{" "L b cTD

1 431 E DxD 726 RY | 890 1060 1193 1531
N-gecidi ' C-gecidi
I— DNA-gecidi —t ‘
b
(b) .

-13-12-11-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10+11+12+13+14+15+16+17

5GAGGATGACGATGCGCGCATCGTCATCCTCGY

FCTCCTACTGCTACGCGCGTAGCAGTAGGAGY
A

A DNA kesikleri interkalasyon yoéreleri

Sekil 1.10. (a) Topo Ilo’mn birincil yapis. (b) ki centikli 30 baz ciftlik DNA substratinin sematik gdsterimi.

Insan topo Ila homodimer bir enzimdir. Bir monomeri 1513 aminoasitten ve 4
boliimden olusur (Sekil 1.10): N kapisi, ana-gegit (DNA-gecidi), C-kapisi ve CTD. N-
terminal kismi, GHKL (Giraz, HSP90, histidin kinaz,mutL) siiperailesine ait ATPaz
boliimiine sahiptir. ATP baglanmasi {izerine, her bir monomerin iki ATPaz bdlimii,

dimerizasyon yoluyla N-kapisini kapatmak {izere hareket eder. Ana ¢ekirdek DNA
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gecidi, diger adiyla DNA baglanma/kirilma gecidi (Sekil 1.11), Mg*? baglayici
TOPRIM (Topoisomeraz/Primaz) kati, tirozin aktif bolgesini i¢eren bir kanatli heliks
alan1 (WHD) ve dimerin bagka bir monomeri ile etkilesime giren bir "TOWER" alani
icerir. C-kapisi, T segmentini tutar ve gecisini kontrol eder. CTD ¢ekirdeksel
lokalizasyon i¢in gereklidir ve translasyon sonrasi degisikliklere tabi olan kisimlara

sahiptir (Wendorff, Schmidt ve ark., 2012).

TOPRIM

Sekil 1.11. Insan topo Ilo. DNA baglanma ve kirilma gecidinin DNA’ya baglanmis halde yapus.

ATPaz boliimii topo II'nin N terminusunda yerlesmistir, topo Ila ve topo IIf
arasinda yliksek oranda korunmustur. Topo II inhibitorleri i¢in birincil hedef DNA-
gecidi olsa da, iki topo II izoformu arasinda yiiksek oranda korundugu i¢in topo lla’ya
yiiksek segiciligi olan inhibitorler tasarlamak olduk¢a zorludur. Bu iki izoform
arasimdaki farkliliklar esas olarak C-terminal kismindadir. Topo IIf’nin C-terminali
443 amino asit kalintis1 i¢erir ve 360 amino asitten olusan topo Ila C-terminalinden
hafifce uzundur (Champoux, 2001). Topo II'nin ayrintili yapisal ¢aligmalari, farkli
katalitik adimlar1 inhibe etmek i¢in topo II inhibitorlerini kesfetmek icin degerli bir

kilavuz saglar.
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1.3. Topoizomeraz II inhibitorleri

Yapilan pek ¢ok ¢alismada, topoizomeraz Il'yi hedef alan klinik olarak aktif
ilaglarin ¢ogunun enzim aracili DNA hasar1 olusturdugu gosterilmistir. Topoizomeraz
Il enzimini inhibe eden bilesikler iki smnifa ayrilir. Birinci smifta etoposit,
doksorubusin, mitoksantron gibi pek ¢ok klinikte kullanilan ilagla birlikte topo II-
DNA kovalent kompleks diizeylerini artiran ajanlar bulunur. Bu ajanlar fonksiyonel
enzimleri Olimciil lezyonlar haline getirdikleri icin topo zehirleri olarak
adlandirilmiglardir. Tkinci sinif bilesikler topoizomeraz enziminin katalitik aktivitesini
inhibe ederler, ancak topo Il kovalent kompleks diizeylerinde bir artisa yol agmazlar.
Bu ikinci ajan grubunun, topo Il'nin temel enzim aktivitesini ortadan kaldirarak
hiicreleri 6ldiirdiigli disiintilmektedir ve bu nedenle de katalitik inhibitorler olarak

adlandirilirlar (Nitiss 2009).

1.3.1. Topoizomeraz Il Zehirleri

Genel olarak topoizomeraz zehirleri, DNA-topoizomeraz  kovalent
kompleksini kararli hale getiren ve DNA’da meydana getirilen gegici kirigin tekrar
birlestirilmesini  Onleyen ajanlardir. Normalde, topoizomeraz-DNA kirilma
kompleksleri kisa dmiirlidiirler ve kolaylikla eski haline donebilirler. Fakat ortamda
topo zehiri varliginda topoizomeraz-DNA kirilma komplekslerinin fizyolojik
konsantrasyonu O6nemli derece artar ve kromozomal insersiyonlar, delesyonlar ve
translokasyonlar gibi mutajenik olaylar tetiklenir. Hiicrelerde hasarli DNA birikimine
bagli olarak da programli hiicre 6liimii (apoptosis) meydana gelir (Baguley ve
Ferguson, 1998).

Topoizomeraz II zehirleri kirilmig kompleksinin konsantrasyonunu iki yolak

ile artirirlar. Ilk gruptaki bilesikler, 6rnegin etopozid, enzimin kesilmis DNA
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molekiillerini birlestirme yetenegini inhibe ederek etki eder. Diger zehirler 6zellikle
antrasiklin grubu inhibitorler, daha cok DNA kirik kompleksini stabilize etmeye
calisarak etki gosterirler. DNA’ya baglanma sekillerindeki bu farklilik temel alinarak
topo II zehirleri iki tipe ayrilabilir: interkalator ve non-interkalator ajanlar. DNA non-
interkalator ajanlar1 goreceli olarak DNA ile zayif etkilesimlere sahiptirler ve “topo 11-
DNA komplekslerini” yakalayarak etkilerini gosterirler. Bunun aksine, DNA
interkalatorleri genellikle DNA'nin baz ¢iftlerinin arasina tersinir sekilde girebilecek
diizlemsel aromatik ana halkalar1 iceren ve DNA transkripsiyonuna ve replikasyonuna
dahil olan enzimlerin fonksiyonunu bozan ajanlardir. Interkalatorler kimyasal yap1
olarak ¢ok cesitlidir ve doksorubisin (Sekil 1.12), mitoksantron ve amsakrin gibi
antrasiklinler bu grupta yer alir (Pommier, Leo ve ark., 2010). DNA i¢ine interkale
olabilme yeteneklerinden bagka bu bilesiklerin Topo II’yi yakalayacak baska bir
kimyasal benzerlikleri bulunamamustir. Onemli olarak, 0-AMSA ve etidyum bromiir
gibi baz1 bilesiklerin topo Il'y1 zehirlemek icin ¢cok az yetenegi vardir, bu da kiigiik bir
molekiiliin interkalasyonunun topo II'yi DNA iizerinde kovalent bir kompleks olarak
yakalamasi i¢in yetersiz oldugunu gosterir. Topo II’yi hedefleyen ilaglardan bazilari
ozellikle antrasiklinler, hiicre tizerinde pek ¢ogu topo II’ye olan etkilerinden bagimsiz
olmak iizere degisik bircok etki meydana getirirler. Ornegin, doksorubisinin membran
hasarma ve protein-DNA capraz baglanmalarina sebep olan serbest radikaller tirettigi

bilinmektedir.

Sekil 1.12. ki doksorubisin molekiiliiniin DNA bazlar1 arasina interkale olmas1 (PDB kodu: 1D12).

Antrasiklin grubu topoizomeraz zehirleri gogiis kanseri, 16semiler, lenfomalar
ve sarkomalara kars1 yaygin olarak kullanilan antineoplastik ajanlardir. Antrasiklinler
DNA iplik¢iklerinin kesildigi ve kovalent olarak topoizomeraz II aktif tirozin

kalintilarina baglandig1 ve sonunda DNA’nm yeniden birlestirilmesini engellendigi
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reaksiyonu stabilize ederek etki gosterirler. Antrasiklinler, boliinme sahasindaki topo
[1-DNA kompleksini interkalasyon yoluyla kovalent olarak stabilize eden ve boylece
DNA'nin yeniden birlestirilmesini dnleyen giiglii antikanser ilaglar1 ve dogal olarak
olusan bilesiklerdir (Pommier, Leo ve ark., 2010). ilk antrasiklinler, daunorubisin ve
doksorubisin (Sekil 1.13), Streptomyces peucetius'tan izole edildi. Antrasiklinler diger
topo |l zehirlerine kiyasla yiiksek bir DNA sekansi segiciligi ve nispeten yavas geri
donebilen indiiklenmis boliinebilir kompleksleri gostermektedir (Capranico, Butelli ve
ark., 1995). DNA-antrasiklin komplekslerinin yapilari kristalografik olarak ve niikleer
manyetik rezonans (NMR) ile ¢oziilmiistiir (Gao, Liaw ve ark., 1991; Cirilli, Bachechi
ve ark., 1993). Antrasiklin tiirevlerinin, 6zellikle interkalasyon olmayan kisimlarinin
(A-halkas1 ve seker pargasi) topo Il parcalanabilir komplekslerin stabilizasyonunda
¢ok Oonemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Ben, Palumbo ve ark., 2007). Hem
doksorubisin hem de daunorubisin, giiglii antikanser aktiviteye sahiptir ve klinik olarak
kullanilir, ancak ciddi kardiyotoksisite problemleri de gosterirler (Zucchi ve Danesi
2003; Mordente, Meucci ve ark., 2008).

Mitoksantron (Sekil 1.11) ve diger antrakinon tiirevleri Top2 zehirlerinin bagka
bir grubudur, DNA interkalasyon ve sitotoksik ajanlardir (Smith, Morgan ve ark.,
1990). Bilesikler baslangigta antrasiklinleri daha az yan etki tiretme niyetiyle taklit
edecek sekilde tasarlanmislardir. Mitoksantron, meme kanserinin tedavisi i¢in klinik
olarak kullanilmasina ragmen, en biiyiik sakincas1t ABCG2 tasiyicismin aracilik ettigi
¢oklu ilag direncidir. Ayrica, antrasiklinlere benzer sekilde, mitoksantron, kardiyak

yan etkileri bulunmaktadir (Ghalie, Edan ve ark., 2002).
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Sekil 1.13. Bilinen baz1 topoizomeraz II inhibitorlerinin kimyasal yapisi.

Akridinler, DNA interkalasyon ajanlaridir, ancak topo II enziminin
yoklugunda zayif DNA baglayiciligi gosterirler. En bilinen akridin olan amsakrin (m-
AMSA, Sekil 1.13), rasyonel olarak tasarlanmig ve tiirevleri 1970 ve 1980'lerde
incelenmistir (Johnson, Wodinsky ve ark., 1979; Baguley, Denny ve ark., 1984) ve
simdilerde klinik olarak hematolojik malignitelerin tedavisinde kullanilmaktadir. m-
AMSA giiglii bir topo II zehiridir ve nispeten diisiik konsantrasyonlarda DNA-enzim
komplekslerini uyarir. Amsakrin'nin énemli bir 6zelligi stereokimyasidir. Ornegin
orto-metoksi tiirevi (m-AMSA'daki meta-metoksi yerine) topo Il zehiri olarak
neredeyse aktif degildir (Nitiss, 2009). Akridinlerin kullanimini smirlandiran
nedenlerden biri ¢oklu ilag direncidir, ancak akridinler bu durumdan
epipodofillotoksinler, antrasiklinler ve antrakinonlardan daha az etkilenir. m-
AMSA’nin sitotoksik etkisi hiicre dongiisii G2 fazinda inhibe eder (Nicholas ve Brian,
2017).

16



Sekil 1.14. Etopozid (solda) ve taflupozidin (sagda) kimyasal yapis.

Non-interkalator topo II zehirleri arasinda epipodofilotoksinler grubundan
etopozid, tenipozid ve prokaryotik tip Il topoizomeraza etkili florokinolonlar vardir.
Podofilotoksinden elde edilen etopozid (Sekil 1.14.) kesfedilen ilk topoizomeraz II
hedefli ajanlardan biridir. Antineoplastik olarak klinikte kullanim1 yiiksek toksisitesi
yiiziinden birakilmis yerine sentetik analoglar1 olan yiiksek antineoplastik etki ve
diisiik toksisiteye sahip etoposit ve teniposit kullanilmaya baglanmistir. 1980lerin
ortalarinda kanserde klinik kullanim i¢in FDA’dan onay almistir ve birkag yildir
klinikte en yaygin olarak kullanilmaktadir (Deweese ve Osheroff, 2009). Giiniimiizde
kiigiik hiicreli akciger kanseri, testis kanseri ve lenfomalarin tedavisi i¢in klinik olarak
kullanilan etoposide, Podophyllum peltatum Linnaeus ve Podophyllum emodi
bitkilerinin  koklerinden ve rizomlarindan ekstrakte edilen dogal {iriin
podofilotoksininin yar1 sentetik bir tirevidir (Philippe, Elsa ve ark., 2004).
Podofillotoksin, tiibiiline baglanarak ve mitotik ig olusumunu engelleyerek mitozda
metafaz sirasinda hiicre replikasyonunu bloke eder. Her iki bilesik de yapisal olarak
benzer olsa da, etopozid topoizomeraz mekanizmasi yoluyla etki eder. Uglii topo 1IpB-
DNA-etopozid kompleksinin yakin zamanda ¢6ziilmiis kristal yapisi, etoposidin DNA
boliinme bdlgesinde interkalasyon yaptigir ve ayni zamanda protein ile etkilesimler
olusturdugunu (Sekil 1.15) gostermektedir (Wu, Li ve ark., 2011). Etopozid ve onun
tiirevi olan tenipozidin klinikte kullanilmasina ragmen, bu ilaglarin suda ¢oziiniirliigii

diisiik olmasi, doz sinirlayici miyelosupresyon ve sekonder malignite riski gibi ¢esitli
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smirlamalar1 beraberinde getirmektedir. Dahasi, 6rnegin degistirilmis topo 11 ifadesi
veya enzimin nokta mutasyonlarindan kaynaklanan ilag direnci, etoposid analoglarinin
klinik kullanimini siirlamaktadir (Asano, Nakamura ve ark., 2005; Jiang, 2005). Topo
Ila izoformu igin 3-5 kat segiciligi olmasma ragmen, etopozid her iki topo Il
izoformunu etkili bir sekilde inhibe eder. Bir baska podofilotoksin tiirevi olan
Taflupozid’in (F11782), solid tiimorlere karsi faz II klinik ¢aligmalar1 yapilmaktadir
(Delord, Bennouna ve ark., 2007). Taflupozid (Sekil 1.14), etopozid ve tenipozid’den
farkli olarak ¢ift topoizomeraz (I ve II) inhibitoriidiir (Salerno, Settimo ve ark., 2010).
Taflupozid DNA'ya interkalatif olarak baglanmadan DNA onarim inhibitor 6zellikleri
sergiler. Cift topoizomeraz inhibitorii Taflupozidin ayrica insan topo Ila tizerinde bir
cift etki mekanizmasi sergileyerek inhibisyon yaptig1 bulunmusur. Taflupozid enzimin
DNA'ya olan afinitesini azaltirken, ayn1 zamanda da enzim-DNA Kkararli
komplekslerini stabilize eder. Yapilan ¢alismalarda, Taflupozid’in topo Ila’nin in vivo
bir inhibitorii oldugu ve F 11782'nin yeni bir topoizomeraz Il zehiri oldugunu
gostermektedir (Jensen, Renodon-Corniére ve ark., 2003).

R820" +2 3
(’ R503
D479

Sekil 1.15. Topoizomeraz Il enzim-DNA kompleksinde etopozid (sar1) baglanma bolgesi.

Non-interkalator topo 1T zehirlerinin DNA’ya giiglii bir sekilde baglanmadigi
icin protein-ilag etkilesimlerinin topo II kovalan komplekslerini yakalamada anahtar

rol oynadig1 bilinmektedir (Bender, Jablonksy ve ark., 2008). Non-interkalator zehirler
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protein ile hidrojen baglar1 araciligiyla iletisime geger. Tiim bu {i¢lii kompleks, hem
ilag enzim arasinda olusan baglar hem de ilag ve DNA bazlar1 arasindaki pi
etkilesimleri ile stabilize edilir. Dolayistyla, topo II'yi hedefleyen bi molekiiliin
aktivite gosterebilmesi igin hem protein ile hem de DNA ile bag yapmasi
gerekmektedir.

1.3.2. Katalitik inhibitorler

Topo II zehirlerinin aksine, diger topo II inhibitdr smift olan topo II katalitik
inhibitorlerinin tiimor hiicrelerini topo II’'nin temel enzimatik aktivitesini inhibe
ederek oldirdiigh distiniilmektedir. Bu bilesikler, topo 11 katalitik dongiisii i¢indeki
birka¢ adim bloke ederek topo II'nin katalitik aktivitesini inhibe eder. Bu inhibitorler,
topo II kovalent komplekslerinin seviyelerini yiikseltmeden, ATP-baglanma bolgesini
bloke ederek, DNA'nin boliinmesini 6nleyerek veya ATP'nin hidrolizini inhibe ederek,
topo II'nin DNA ile birlesmesini engelleyerek ¢alismaktadirlar (Larsen, Escargueil ve
ark., 2003). Bu inhibisyon, hiicrenin katlanma ve siipersarimla basa ¢ikma yetenegini
bozarak G2 fazi hiicre dongiisii kontrol noktasi aktivasyonuna yol agar. Bu genellikle,
birlestirme denetim noktasi olarak bilinir ve G2 faz hiicrelerinde, progresyonun mitoza
doniismesini geciktirir. Topo 1l katalitik inhibitorleri, kovalent enzim DNA bolinme
kompleksini stabilize etmeyen ve bu nedenle dogrudan ¢ift iplikli kirilmalar
olusturmayan heterojen bir grup bilesiktir. (Nicholas ve Brian, 2017). Bununla birlikte,
bu ajanlar ile tedavi edilen hiicrelerde dekatenasyon kontrol noktasinda ¢ift iplikli
kirllmalar gozlenmistir. Bu durumun, normal kizkardes kromatitlerin anafazda
ayrilmasmin bloke olmasi nedeniyle sitokinezde kirilabilen kromatin kopriilerinin
olusmasiyla ortaya c¢iktig1 ve sonucta ¢ift iplikli kiriklarin olustugu diisiiniilmektedir.
Topo II katalitik inhibitdrleri Topo II dongiisiinde inhibe ettikleri yere gore dort alt
kategoriye ayrilabilir: ATP baglanma bdlgesine (plirine analoglar1) baglananlar,

hidrolizi bloke eden ve enzimi kapali bir kelepge pozisyonunda (bisdioxopiperazines)
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yakalayanlar, enzimin DNA'ya (aklarubisin) baglanmasini ve DNA boliinme adimini
(merbaron) bloke edenler (Pogorelcnik, Perdih ve ark., 2013).

Suramin ve aklarubisin gibi antrasiklin yapisinda bilesikler, topo II'nin
DNA'nin G segmentine baglanmasmin ilk adimini inhibe eder. Aklarubisin bunu
DNA'ya baglayarak ve topo II'nin DNA'ya erisimini bloke ederek gerceklestirir.

Aklarubisinin AML tedavisinde klinik olarak kanitlanmis anti-timor 6zellikleri vardir.

Piirin analoglar1 ve novobiosin ATP baglanma bdolgesine baglanarak topo II
enzimii inhibe eder. Topo II'nin mekanizmast ATP'ye bagimlidir. ATP, Topo II
dongisiiniin ikinci adiminda ATPaz alanina baglanir. Bu bilesikler ATPaz etki
alanindaki aktif bolge icin yarisir, ATP'nin baglanmasina izin vermez. Bu sayede,
ATPaz alanmin dimerizasyonunu ve N kapismnin kapanmasini Onlerler (Chene,

Rudloff ve ark., 2009).

QAP1, topo Il ATPaz aktivitesini hedeflemesi i¢in rasyonel bir bigimde
tasarlanmis yeni bulunan bir piirin analogudur (Sekil 1.16). Bu bilesik, submikromolar
konsantrasyonlarda topo Il ATPaz aktivitesini ve dekatenasyonu inhibe etmektedir.
QAP1’in yapilan hiicresiz sistem deneylerinde hem topo Ila’y1 hem topo IIf’y1
hedefledigini gostermistir. (Chéne, Rudloff ve ark., 2009).

<
N)iN
>
HN)\\N N
H
J/O
o
o
Sekil 1.16. QAP1 kimyasal yapisi.
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Bir diger Kkatalitik inhibitor smifi, TOPRIM bdlgesinin DNA kapisindan ile
DNA boliinmesini inhibe eder. Bu durum sonucunda enzimde dekatenasyon veya
torsiyonal stresin ortadan kaldirilmasi yetenegi kaybolur. Merbaron bu sinifa dahil bir

ilagtir (M Fortune ve Osheroff, 1998).

Bisdioksopiperazinler ise bir diger smif topoizomeraz II katalitik
inhibitorleridir. Bu ajanlar enzim katalitik dongiisiiniin sonunda etki ederler ve
boliinmiis ¢ift zincirli DNA pargasmin gevsetilmesini takiben ATP'nin hidrolizini
durdururlar. Bu ajanlar N-gegidinin agilmasina izin vermez, dolayisiyla topo II’yi
DNA molekiiliine bagl halde birakirlar (Wessel, Jensen ve ark., 1999). Bu siniftaki
baz1 ilaglarin proteozomal degregasyon yoluyla topo IIf seviyelerini diistirdigii
gosterilmistir. Bisdioksopiperazinler i¢inde ICRF-154, ICRF-159, ICRF-193, ICRF-
187 (Sekil 1.17) ve MST-17 yer almaktadir (Andoh, 1998). ICRF ilaglarinin ayrica o
izoformu i¢in degisken derecelerde secicilik gosterdikleri de gosterilmistir. ICRF-193
ve ICRF-159, topo Ila'ya topo lIf’dan 18 kat daha yiiksek afinitesini gosterirken,
ICRF-187 (deksrazoksan) sadece topo Il igin iki kat segicilik gosterir (Nicholas ve
Brian, 2017). Bisdioksopiperazinler, topo Il zehirlerinin fonksiyonel antagonisti olarak
etki ederler ve Dexrazoxane (ICRF-187), antrasiklin terapisinde kardiyoprotektif bir
ajan olarak yaygimn olarak kullanilmaktadir. Dexrazoxane bunu DNA'y1 topo IIf'nin
icine hapsederck ve Topollf enziminin proteosomal degradasyonunu tetikleyerek

gerceklestirir (Lyu, Kerrigan ve ark., 2007).

Sekil 1.17. ICRF-187’nin kimyasal yapisi.

Topo Il katalitik inhibitorlerinin bisdioksopiperazin sinifina ait bir diger bilesik
olan ICRF-193, in vitro olarak akciger, kolorektal ve melanoma hiicre hatlarinda anti-

timor etkisini gostermistir (Nakagawa, Hayashita ve ark., 2004, Jain, Roychoudhury
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ve ark., 2015). ICRF-193, diger bisdioksopiperazinler ile karsilastirildiginda topo Il
izoformlarina kars1 en biiyiik etkiyi gostermektedir. ICRF-193’iin etkisini esas olarak
a izoformu iizerinden ortaya ¢ikardig1 diisiiniilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir
caligmada, ICRF-193'"lin, kolorektal kanser hiicre hatlarinda iistiin etkinlige sahip
oldugu gosterilmistir. Dahasi, kontrol hiicre hattinda (normal kolorektal dokularinda)
normal hiicre toksisitesinde azalmayi isaret edecek sekilde gelismis hiicre canliligt

gozlenmistir (Jain, Roychoudhury ve ark., 2015)

Iki topo II izoformu arasinda topo IIf’nin inhibe edilmesindense topo Ilo’nin
inhibe edilmesi, yeni antineoplastik ajanlar gelistirmek icin daha iyi bir yaklasim
olarak kabul edilmistir (Hu, Huang ve ark., 2018). Bunun nedeni yapilan ¢alismalarin,
topo IIB hedeflemesinin bir¢ok istenmeyen sonuca ve ¢ok az faydaya yol agtigini
gostermesidir. Topo IIf'yi hedefleyen inhibitorlerin siklikla ilag direnci,
kardiyotoksisite veya sekonder maligniteler gibi istenmeyen yan etkilerle iliskili
oldugu gériilmiistiir (Azarova, Lyu ve ark., 2007). Ote yandan, Topo IIf'yi
hedeflemenin, 6zellikle de ¢ogalmayan hiicreleri 6ldiirme yetenegi gibi potansiyel
faydalar1 da oldugu bulunmustur. Topo IlIf’y1 hedeflemek toksisiteye katkida
bulunurken, kanser kok hiicreleri olarak islev goren kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in énemli bir yaklasim olabilir. ki enzim ayni katalitik mekanizmay1 ve
katalitik bolgelerinde biiyiik miktarda amino asit homolojisi paylasirken izotip spesifik
topo Il zehirlerinin tespit edilemebilmesinin miimkiin olup olmadig: biiyiik bir soru
isaretidir. Daha Once, interkalator ajanlar mAMSA ve mitoksantronun en ¢ok topo

[1B'y1 hedef almas1 nedeniyle sitotoksisite gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Nitiss, 2009).

Son zamanlarda, topo Ilo’ya yiiksek oranda spesifik oldugu gosterilen ve
NK314 adiyla bilinen (Sekil 1.18) yeni bir interkalator ajan kesfedilmistir (Toyoda,
Kagaya ve ark., 2008). Yine ayni caliimada Toyoda ve ark., etoposide ve
doksorubisinin topo Il a’y1 hedefleyerek bu kadar yiiksek oranda sitotoksisite
sagladigini 6ne siirmiislerdir. Tim bu sonuglar birlikte ele alindiginda topo lla’ya 6zgi

ajanlarin tasarlanmasinin miimkiin olabilecegi ve bu sayede daha fazla anti-tiimor
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aktivitesine sahip olmanin hem de toksisitenin azaltilmasinin miimkiin olabilecegi

distiiniilmektedir.

Sekil 1.18. NK314 bilesiginin yapis1.

Son yillarda bilinen ilaglarin haricinde, topo II aracili siireglere miidahale
etmeyi amaglayan calismalar ile ¢ok sayida yeni topo II inhibitorii gelistirmistir.
Bunlardan C-1311, birkag yil 6nce faz II ¢alismalarina ge¢gmistir (Isambert, Campone
ve ark., 2010; Laskowski, Borzyszkowska ve ark., 2017). Kinolon tiirevi vosaroksin
(SNS-595), simifinda birinci sinif bir antineoplastik ilag olarak kabul edilen, relaps ve
refrakter akut miyeloid 16semi (AML) tedavisi i¢in faz III ¢aligmalarina girmis bir
molekiildiir (Ravandi, Ritchie ve ark., 2015). Kuinoksalin tiirevi XK469, selektif bir
topo IIf ihibitoridiir ve faz [ c¢aligmalarmin degerlendirilmesine baslanmigtir
(Hotinski, Lewis ve ark., 2015). Ugiincii jenerasyon sentetik topo II inbitdrii 9-
aminoantrasiklin tiirevi (SM-5887) yetiskin yumusak doku sarkomasinda (STS)
belirgin kardiyak toksisite olmaksizin doksorubisinle karsilastirilacak etkiler
gosterdigi rapor edilip faz II galismalarina alinmistir (Gupta, Gouw ve ark., 2016).
DNA interkalatorii olarak etki eden, iki naftalalimid analogu amonafid (AS1413) ve
mitonafid (NSC300288) smrasiyla faz III ve faz II klinik arastirmalarinda

denenmektedirler (Kokosza, Andrei ve ark., 2015).

1.4. Antitiimor Etkili Benzimidazol Tiirevleri

Benzimidazol ¢ekirdeginin degisik konumlardan siibstitiie olmus tiirevlerinin
antitimoral, antiproliferatif, antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, antioksidan aktivite

gibi dikkat ¢ekici biyolojik aktiviteler gosterdigi literatiirlerce rapor edilmistir (Yadav
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ve Ganguly, 2015). 2-siibstitiie benzimidazoller lizerindeki son gelismeler, 2.konuma
degisik heterosiklik yapilar getirilmesiyle degisik karsinoma hiicre hatlarina karsi

giiclii anti-kanser ajanlar elde edildigini ortaya ¢ikarmistir.

Klinikte uzun siiredir pek ¢ok paraziter hastaligin tedavisinde antihelmentik
olarak kullanilan benzimidazol yapisindaki flubendazole (sekil 1.19) ve
mebendazol’lin son yillarda yapilan ¢aligmalarla antikanser aktiviteye sahip olduklar1
gosterilmistir.

O o)

Sekil 1.19. Flubendazol.

Mikrotiibiill bozucu maddeler olarak etki gosterdiklerinden, Kkanser
tedavisindeki potansiyelleri diger anti-kanser ilaglarina direngli hiicreler de dahil
olmak iizere cesitli klinik oncesi kanser modellerinde ¢alisilmis ve rapor edilmistir
(Spagnuolo, Hu ve ark., 2010; Dobrosotskaya, Hammer ve ark., 2011). En son 2018
yilinda yapilan bir ¢alismada flubendazolun antiproliferatif etkileri genis bir hiicre
dizisi taramasiyla incelenmistir. Bas ve boyun kanser hiicre hatt1 gibi hassas hiicre
hatlarmin 5 tanesinden en az tigiinde Flubendazol’iin 1 uM’1n altinda ICgo degeri ile
aktivite gostermistir. Bu ¢alismada, oral kanser hiicreleri PE / CA-PJ15 ve H376 ve
displastik hiicre hatlarinda belirlenen flubendazol ve mebendazoliin ICso degerleri 0.19
uM-0.26 uM araligindaydi. Calismada PE/CA-PJ15 hiicrelerinin migrasyonun da
flubendazol ve mebendazol'den 6nemli dlgiide etkilendigi bulunmustur (Kralova,

Hanusova ve ark., 2018).

Sekil 1.20. Nokodazol.
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Nokodazol (Metil [5-(2-tiyenilkarbonil)-1H-benzimidazol-2-il]karbamat),
vinkristine ve demekolsisin gibi mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe ederek timor
hiicrelerinde etkilerini gosteren bir kemoterapotik ilagtir. Nokodazol’lin insan meme
kanseri hiicresindeki prototipik mikrotiibiil inhibitor etkisi yapilan caligmalarla

gosterilmistir (Choi, Fukui ve ark., 2011; Choi ve Zhu, 2012).

Veliparib (Sekil 1.21), kanser tedavisinde kullanilan bir diger benzimidazol
yapisi tasiyan ilagtir. Veliparip (ABT-888), poli ADP riboz polimeraz (PARP)
enzimini inhibe ederek ve boylece kanser hiicrelerinde DNA veya genetik hasarin
onartlmasini Onleyerek antikanser etkilerini gosterir (Wagner, 2015). Veliparib’in
meme kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve over kanserinde tadavisi faz

I11 klinik arastirmalarinda denenmektedir (Livraghi ve Garber, 2015).

N N
H

Sekil 1.21. 2-[(R)-2-metilpirrolidin-2-il]-1H-benzimidazol-4-karboksamit (Veliparib kimyasal yapisi).

Pmar ve ark., 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada bir seri benzazol ve
oksazola(4,5)piridin ana yapisi tasiyan bilesigin (Cizelge 1.2) antikanser aktivitelerini
topoizomeraz II enzimi iizerinden degerlendirmislerdir. Serideki bilesiklerden
benzimidazol yapisi tasiyan 4 bilesik 17.0 pm-46.8 pum aras1 ICso degeri ile
topoizomeraz enzimini inhibe etmistir. Bu bilesiklerden 5-metilkarboksilat-2-
feniltiyometilbenzimidazol referans ilag olarak kullanilan etopositten daha etkili

bulunmustur (Pinar, Yurdakul ve ark., 2004).
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Cizelge 1.2. 2,5-disiibstitlie benzimidazol tiirevleri ve topoizomeraz II’ye kars1 gosterdikleri aktiviteleri.

Bilesik R R1 X 1Cs0 (um)
2e -CHs -NH2 - 46.8
3b -CHs -H -S- 27.4
3c -COOCH3 -H -S- 17.0
3e -NO: -H -O- 28.4
Etoposit 21.8

Oksiizoglu ve ark., 2008 yilinda bir seri 2,5-disiibstitiie benzimidazol ve
benzoksazol tiirevlerinin 6kary6tik topoizomeraz I ve Il inhibitor aktivitelerini test
etmislerdir. Benzimidazol yapisi tagiyan bilesikler 17 ve 18 DNA topoizomeraz |
inhibitdrii olarak degerlendirilmislerdir. Ozellikle bilesik 17 (2-(fenoksimetil)-1H-
benzoimidazol) DNA topoizomeraz I inhibitdrii olarak referans ilag¢ olarak kullanilan

kamptotesinden daha aktif bulunmustur (Sekil 1.22) (Oksuzoglu, Tekiner-Gulbas ve

ark., 2008).
N
0
N

Sekil 1.22. 2-(fenoksimetil)-1H-benzimidazol (bilesik 17).

Gowda ve ark., 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni 1-(4-metoksifenetil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asit tiirevleri hazirlamislardir ve bu bilesiklerin
antilokemik etkileri oldugunu bildirmislerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda bilesik
5a (metil 2-(4-floro-3-nitrofenil)-1H benzimidazol-5-karboksilat), 16kemik hiicrelerde
hiicre oliimiinii 3 uM ICso degeri ile maksimum indiiklemistir (Sekil 1.23). Yapiya
ticiincii biitil gruplariin ve flor gruplarmin getirilmesi sitotoksisiteyi gelistirirken, flor
gruplarinin klor veya brom ile degistirilmesi aktivite kaybina neden olmaktadir

(Gowda, Kavitha ve ark., 2009).
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Sekil 1.23. Metil 2-(4-floro-3-nitrofenil)-1H benzimidazol-5-karboksilat (bilesik 5a).

Singh ve Tandon, 2011 yilinda 2-aril-siibsititiie 2-bis-1H-benzimidazollerin
sentezini rapor etmistir ve topoisomerase I inhibitérii olduklarini degerlendirmistir.
Serilerdeki 4’er bilesik de uM seviyesinde [Cso degerleri ile tiim hiicre hatlarinda gii¢li
inhibitér aktivite gostermislerdir. Dihalojene fenil tasiyan tiirevler 6a ve 6b di ve
trimetoksifenil tasiyan bilesikler 6¢ ve 6d’ye gore daha iyi enzim inhibitor aktivitesi
gostermistir  (Cizelge 1.3). Floro ve kloro gruplar1 metoksi gruplariyla
karsilastirildiginda insan hiicre hatlarinda ¢ok daha dikkat ¢ekici sitotoksik aktivite
gostermistir (Singh ve Tandon, 2011).

Cizelge 1.3. 2-aril-siibsititiie 2-bis-1H-benzimidazollerin ve sitotoksik aktiviteleri.

Re

?\\Z

s R,
Ry
ICoo (WM

b R R R Us7 MCFY(H ) HeLa
6a | F H F H 55 55 15
6 | Ci H ci H 15 13 0.6
6 | H | OCH: | OCHs H >100 53 34
6d | H | OCHs | OCH; | OCHs | >i01 168 29.2

Omar ve ark., 2012 yilinda yeni antitiimor etkili allil ve etilasetat grubu igceren

benzimidazol tiirevlerinin sentez ve doking ¢alismalarini yaymlamiglardir. Bilesiklerin
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sitotoksik aktiviteleri akciger (A549) ve meme (MCF-7) kanser hiicre hatt1 karsi
incelenmistir. Bilesiklerin ¢ogu meme kanser hattina karsi tamoksifenden daha
aktifken, bilesik 4h (Sekil 1.24) doksorubisinden bile daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Yapilan doking c¢aligmalar1 ile bu bilesigin aktivitesini

plazminojen aktivator reseptoriinii inhibe ederek gosteriyor olabilecegi bildirilmistir

(Omar, Shaker ve ark., 2012).
NC
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Liu ve arkadaslari, 2012 yilinda 2-(fenilthiometil)-1H-benzimidazol yapisina

Sekil 1.24. 4h bilesigi.

bir hidrazon grubu katarak bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerini bes farkli kanser
hiicresine karst MTT testleri ile incelemistir. 5-FU ve SU11248 ile karsilastirildiginda
bilesik 5a ve 5d miikkemmel kanser inhibitor aktivitesi gostermistir (Liu, Sun ve ark.,
2012).

Cizelge 1.4. 2-(fenilthiometil)-1H-benzimidazol tiirevleri ve sitotoksik aktiviteleri.

Cr

CH,CONHN=—/CH—Ar

Ar 1Cso (uM)
A549 HCT116 HepG2 PC-9 A375
OH
5a 12.36 4.86 >20 14.63 5.75
H

28



OH
5d /Iij 10.75 8.33 17.03 12.2 4.09
Br

Hala Bakr El-Nassan, 2012 yilinda yaptigi caligmada bir seri yeni 1.

konumunda  degisik aril ve  heteroaril  gruplar1  tasiyan  1,2,3,4-
tetrahidro[1,2,4]triazino[4,5-a]benzimidazoller sentezleyip antitimér akivitelerini
meme adenokarsinoma (MCF-7) hiicre hattina kars1 taramistir. Seri i¢erisinde bilesik
3¢ 0.039 um ICso degeri ile en etkili bilesik olarak bulunmustur (Sekil 1.25).
Benzimidazol grubunun 1.konumundaki aromatik ¢ekirdegin orto konumuna CF3 ve
NO: veya halojenler gibi elektron ¢ekici gruplar ile siibstitiisyon antikanser aktiviteyi
yiikseltir. Meta konumuna siibstitiisyon anti-proliferatif aktiviteyi diisiiriir. Heteroaril
gruplar siibstitiie fenil halkas1 ile benzer antikanser aktivite gdsterirler (El-Nassan,
2012).

NH

\

o

Sekil.1.25. 1-(2-klorofenil)-1,2,3,4-tetrahidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-d][1,2,4]triazin bilesigi.

Karthikeyan ve ark., 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada bazi 2-(fenil)-3H-
benzimidazol-5-karboksilik asit ve bunlarin metil esteri tiirevlerinin meme kanserine
kars1 etkili olduklarini bildirmislerdir. Metil ester tiirevleri icinde aril halkasinin
2.konumunda hidroksil 5.konumunda flor siibstitiisyonu bulunan bilesik 2e en etkin
bulunurken, karboksilik asit tirevleri i¢inde aril halkasinda 3.,4-dihidroksi
slibstitiisyonu bulunan bilesik 1h’lin en aktif oldugu gosterilmistir. Bilesiklerin
cogunlugunda karboksil grubunun esterifikasyonu sitotoksisitede dramatik bir
yiikselise neden olurken birkag bilesikte de potens diisiisiine yol agmustir. 2-(fenil)-

3H-benzimidazol-5-karboksilik asit metil esterlerinde anti-meme kanseri etkisi
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karboksilik asit tlirevlerine gore ¢cok daha yiiksek olmasimin sebebi serbest karboksilik
asit grubunun sulu ortam kosullarinda iyonizasyon ile yiiklii karboksilat anyonuna
donmesi ve sonug olarak bilesiklerin hiicresel gegirgenlige miidahale etmesine baglidir

(Karthikeyan, Solomon ve ark., 2017).

Cizelge 1.5. 2-(fenil)-3H-benzimidazol-5-karboksilik asit/metil ester tiirevleri ve sitotoksik aktiviteleri.

o)

N — R

Ry \ X
7N\ /
H
Glso (M)
R R;
MDA-MB231 MDA-MB231 MCF7

Bilesik 1h OH 3,4-di OH 12.85 11.85 9.23
Bilesik 2e CHs 2-OH, 5-F 6.23 4.09 0.18

Simetrik bibenzimidazol smifina ait bir kii¢iik molekiil olan STK295900’1n
(Sekil 1.26), degisik insan hiicre hatlarma kars1 anti-proliferatif etkisi oldugu
goriilmiistiir. HeLa hiicrelerinde STK295900{in etkileri incelenmis ve bu bilesigin
DNA hasar1 olusturmadan G2 fazi durdurulmasmi uyardigini belirtilmistir. Ileri
caligmalar STK295900’mn in vitro topoizomeraz I ve II enzimi aracili DNA
gevsetilmesi inhibe ettigini gdstermistir. Ustelik STK295900, kamptotesin tarafindan
uyarilan (indiiklenen) DNA hasarina karsi koruyucu etki de gostermektedir. Ancak
etoposit aracili DNA hasarini etkilememektedir. Dahas1 STK295900, kanser hiicre
hatlar1 tizerinde sitotoksik etki gosterirken, kamptotesin, etoposid ve Hoechst 33342,
hem kanser hem de normal hiicreleri etkilemektedir. Yapilan tiim bu ¢alismalarla,
STK295900’1n bir antikanser kemoterapdtik ajan olarak gelistirilme potansiyeline
sahip oldugu kanitlanmistir (Kim, Sakchaisri ve ark., 2013).

H
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N

Sekil 1.26. STK295900’1n kimyasal yapist.
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Boriello ve ark, 2014 yilinda norofilin-1/-2, VEGF-Aes Ko-reseptorlerinin,
kanser ilerlemesi sirasinda asir1 ifade olmasindan yola ¢ikarak bir dizi in siliko ve in
vitro tarama galigsmalar1 yapmislardir. Bu ¢alismada, benzimidazol tiirevi bir molekiil
olan bilesik 1 (Sekil 1.27), pro-anjiyojenik kinazlar iizerinde etki gdstermeden ve
peptidik olmayan ilk VEGF-A16s/NRP protein-protein etkilesim antagonisti (ICs50=34
uM) olarak tanimlanmistir. Bu bilesik ayrica meme kanseri hiicre hatlarinda anti-
proliferatif aktivite (1Cs50=0.60 uM). gostermistir. Bilesik 1, in vivo olarak da timér
biliylimesi inhibisyonunu 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Birlikte ele alindiginda, bilesik-
1, NRP'leri hedefleyen tamamen organik ilk inhibitordiir (Borriello, Montes ve ark.,
2014).

Sekil 1.27. Bilesik 1’in kimyasal yapisi.

Yoon ve ark., 2014 yilinda yaptiklar1 ¢calismada antitiimor aktivitesine sahip
sirtiiin inhibitorii (SIRT1 VE SIRT2) bazi yeni benzimidazol tiirevlerinin sentezi ve
taramasmi gerceklestirmislerdir. Serideki tiim bilesikler SIRT1’e kars1 SIRT2’den
daha iyi inhibisyon gostermislerdir. Bu bilesiklerin arasindan, bilesik 5j, Sk ve 51
(Sekil 1.28) hem SIRT1 hem de SIRT?2 iistiinde yiiksek inhibitor aktivite gdstermis ve
giiclii SIRT1/SIRT?2 inhibitorii olarak bildirilmislerdir. Ester grubu yerinde karboksilik
asit bulunmasi durumunda hem SIRT1’e¢ hem SIRT2’ye karsi daha zayif aktivite
goriilmiistiir. Ry konumuna gii¢lii elektron verici gruplar getirilmesi en iyi sirtuin
inhibitor aktivitesini saglamaktadir. Elektron verici gruplarin sayisinin artmasi
aktiviteyi yiikseltmektedir (Yoon, Ali ve ark., 2014). Daha sonra yapilan ileri
calismalarda bu bilesiklerden bilesik Sk (BZDO9L1) iistiinde etki mekanizmasini
cozmek i¢in arastrmalar yapilmistir. Yapilan calismalar sonucunda BZD9L1’in,
apoptoz yoluyla hem HCT 116 hem de HT-29 metastatik kolorektal kanser hiicre
hatlarinin canlhiligini, hiicre gociinii ve koloni olusturma yetenegini azalttig1 goriilmiis
ve kolorektal kanser tedavisinde umut verici bir sitotoksik ilag oldugu rapor edilmistir
(Tan, Lee ve ark., 2018).
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5j: R1= Dimetilamino 5k: R1= Piperidin 5I: R1=1,3-diokzol
Sekil 1.28. 5j-1 bilesiklerinin kimyasal yapisi.

2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada karbazol bazli benzimidazol tiirevi 4 bilesik
sentezlenmis ve Hum21 G4 DNA ile etkilesimleri incelenmistir. Tiim bilesikler
Hum21 G4 DNA yapisinin stabilizasyonunda oldukga etkili bulunmustur. Caligmada
ayrica CMP ve CHP kodh ligandlarin olduk¢a kuvvetli telomeraz inhibisyonu
gosterdigi ve 1 uM'nin altindaki IC50 degerleri ile, simdiye kadar bildirilen
benzimidazol tiirevlerinin en iyileri arasinda olduklar1 ve antikanser ila¢ olarak

kullanimlarinin yararh olacagi rapor edilmistir (Maji, Kumar ve ark., 2014).

B W
Q3

N
1 (CMP): X = N-CH;, \S
2 (CHP): X = N-CH,-CH,-OH
3 (CBM):X =0 ‘f

Sekil 1.29. CMP, CHP ve CBM bilesiklerinin kimyasal yapilart.

Alp ve ark., 2014 yilinda bir seri N-siibstitiie amidino-1-hidroksi benzimidazol
tiirevi bilesik (Sekil 1.30) sentezlemis ve in vitro sitotoksik aktivitelerini insan 16semi
hiicre hatlari, HL-60, K-562 {izerinden incelenmislerdir. Yapilan ilk c¢alismalar

sonucunda HL-60 hiicre hatt1 {izerinde bilesik 16, 20, 21 ve 23’iin orta derecede
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antitimor etkinlik gosterdigini bulmuslardir. Bu gdzlemlenen antitiimor aktivitenin
mekanizmasini aydinlatabilmek amaciyla, bilesiklerin apoptotik ve otofajik genlerin
ifadelenmesi tizerindeki etkilerini incelenmislerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
bilesik 21’in otofajik ve apoptotik genlerin ifadelenmesini artirdigit ve HL-60

hiicrelerinin apoptozisine neden oldugu bildirilmistir (Alp, Goker ve ark., 2014).

R, N
A\
| >—R2
HN N
A
NH OH
R, R,
15  isopropil n-propil
16 H fenil
17  isopropil fenil
18  n-butil fenil
19 2-(dimetilamino)etil fenil
20 benzil fenil
21 benzil 2 4-diklorofenil
22  isopropil 1-naftil
23  isopentil 1-naftil

Sekil 1.30. N-siibstitiiec amidino-1-hidroksi benzimidazol tiirevleri.

Bir seri 2-(4-fenoksifenil)-1H-benzimidazol tiirevi sentezlenmis ve in Vitro
antikanser aktiviteleri MTT deneyi kullanilarak losemi hiicre hatt1 K562'de
incelenmistir. 5-amidino tasiyan bilesik 10, 5-bromo tastyan bilesik 13 ve 5,6-dimetil
tastyan bilesik 14 K562 hiicre hattina kars1 dikkat ¢ekici sitotoksik aktivite
gostermislerdir (Gurkan-Alp, Goker ve ark., 2015).

Hegde ve ark., 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni bir seri benzimidazol
sentezini gergeklestirmis ve kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisitelerini test
etmiglerdi. Bilesikler arasindan MH1 (Sekil 1.31) test edilen tiim kanser hiicre
hatlarinda dikkate deger IC50 degerleri olan en umut verici molekiildiir. Caliymada
MHI’in, DNA minér kavitesine baglanarak l6semik hiicrelerde apoptosisi
indiikledigini hem DNA boyama calismalar1 hem de doking caligmalar1 ile
kanitlanmistir (Hegde, Sharath Kumar ve ark., 2015).
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Sekil 1.31. MH1’in kimyasal yapist.

Bir dizi 1,3-difenilpirazolo-1H-benzimidazol tiirevleri sentezlenmis ve
antikanser potansiyelleri dort farkli kanser hiicre hattinda Reddy ve ark., tarafindan
incelenmistir. Tiim bilesiklerin i¢inden bilesik 9,17 ve 28 tiim kanser hiicre hatlarina

kars1 ¢ok giiclii sitotoksik aktivite gostermislerdir (Reddy, Kulhari ve ark., 2015).

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada yeni bir 2-aril benzimidazol tiirevi (Sekil
1.30) bilesigin meme kanserine karst hem in vitro hem de in vivo etkileri oldugu
bulunmustur. 5a kodlu bu bilesigin hem EGFR hem HER2 aktivitesini EGFR ve
HER2’nin tirozin fosforilasyonunu azaltarak inhibe ettigi bildirilmistir. Ayni
zamanda, S5amin FOXO'mun fosforilasyonunu inhibe ettigini ve sitoplazmadan
cekirdege FOXO translokasyonunu tesvik ettigini ve bunun da G1-faz1 hiicre dongiist
durmasi ve apoptoz ile sonu¢landigmi gostermislerdir. Ayrica, 5a, meme kanseri
hiicrelerinde c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aracili 6liim reseptorii 5 upregiilasyonu
yoluyla gii¢lii bir sekilde apoptosise neden olmugu gorilmiistiir. Sa'nin antitiimor
aktivitesi, in vivo olarak ¢iplak farelerde yapilan incelemelerle tiim6r hacmini 6nemli

Olglide azalttigini gosteren sonuglarla kanitlanmistir (Chu, Liu ve ark., 2015).

H
<)
/ 3

CI\)I\N N

H

Sekil 1.32. 2-Kloro-N-(2-p-tolil-1H-benzimidazol-5-il)asetamid (5a) bilesigi.

Shaker ve ark., 2015 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 1.konumunda heterosiklik
halka sistemleri tasiyan bir seri benzimidazol sentezlemis ve A-549, HCT-116, Hep-
G2 ve MCF-7 hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivitelerini in vitro ve in vivo olarak

incelemislerdir. Tiim serinin iginde bilesik 3 (Sekil 1.33), A-549, HCT-116 ve MCF-
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7 kars1 doksorubisinden daha aktif bulunmustur. Bilesik 9 ve 17b (E izomeri) (Sekil
1.33) dort hiicre hattinda da doksorubisine yakin aktivite gostermislerdir. Bilesik 9’un
akut toksisitesi karaciger kanseri uyarilmis ratlarda in vivo olarak belirlenmistir

(Shaker, Omar ve ark., 2015).

02N N
\©: \>—CH3
\

R

/
HN  HN— --
\_/
BrJ\ )_/ . Ol

Br CHs
Bilesik 3 R: bilesik 9 R: bilesik 17b (E):

Sekil 1.33. Bilesik 3R, 9R ve 17b(E)’nin kimyasal yapist.

Yan ve ark., 2016 yaptiklar1 calismada potent FGFR inhibitorii olarak
antitumor aktivite g0Osterecek bir seri 3-(5’siibstitiie)benzimidazol-5-(1-(3,5-
dikloropiridin-4-il)-1H-indazol sentezlemislerdir. Bilesiklerden (R)-21¢ (Sekil 1.34)
diger selektif FGFR inhibitorleri ile karsilastirildiginda FGFR-4’1 giiglii bir sekilde
inhibe ettigi goriilmiis ve FGFR4 kaynakli kanser tiplerinin tedavisi ig¢in potansiyel
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica bilesigin in vivo antitumor ¢aligsmalar1 da
yapilmis ve giinlik 10 mg/ kg’lik bir dozda bir oral (R)-21c oral uygulamasindan
sonra, ilk uygulamadan 21 giin sonra NCI-H1581 insan akciger kanseri ksenogrefti
tastyan ¢iplak farelerde neredeyse tam tlimor durulmasi gozlenmistir, bu da (R)-
21¢’nin ileri ilag gelistirme ¢alismalar1 i¢in potansiyel bir FGFR inhibitorii oldugunu

gostermistir (Yan, Wang ve ark., 2016).
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Bilesik 1.34. (R)-21c¢’nin kimyasal yapisi.

2017 wyilina yapilan bir ¢alismada bir seri yeni 3-ariltiyazolo[3,2-
aJbenzimidazol tiirevi tasarlanmis ve sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin anti-
proliferatif etkikeri kolon kanser hiicre hatt1 (HT-29) ve meme kanseri hiicre hattinda
(MDA-MB-468) incelenmistir. Bilesik 4b (Sekil 1.35) test edilen iki hiicreye kars1 da
sirastyla 9 ve 12 uM 1Cso degeri ile mitkemmel antineoplastik potansiyel gostermistir.
Ayrica CD133'in hiicre yiizeyi ekspresyonunu %50 oraninda inhibe etme kabiliyetinin
yani sira, timor Kkiitlesini ortadan kaldirarak ve kanser kok hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ederek, tlimoriin etkili bir sekilde kontrol edilebilecegi timit

verici bir potansiyel ortaya koymaktadir (Al-Ansary, Eldehna ve ark., 2017).

HO

HsCO

)

Sekil 1.35. Bilesik 4b’nin kimyasal yapisi.

Akhtar ve ark., 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alisjmada EGFR ve erbB2 inhibitorii
olarak oksadiazol ile siibstitiie edilmis benzimidazol tiirevleri tasarlanmus,
sentezlenmis ve antikanser ve aniapoptotik etkilerini incelemislerdir. Bilesiklerden 7a

EGEFR ve erbB2 reseptorlerini 0.081 ve 0.61 pM ICso degeri ile inhibe etmistir. Ayrica,
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bilesiklerden 7a ve 7n (Sekil 1.36), milkemmel genis spektrumlu in vitro antikanser
aktivitesi sergilemistir. Sonuglar, bilesik 7a ve 7n’nin MCF-7 (2.55-5.00 uM) ve
MDA-MB231 (0.131-14.5 pM) kanser hiicre hatlarma karsi en aktif olarak
bulundugunu gostermistir. Apoptoz analizi ve hiicre dongiisii analizi sonuglari, bilesik
7a'nin, apoptozu indiikleyerek ve G2/M fazinda hiicre dongiisiinii durdurarak MCF-7
kanser hiicrelerini inhibe ettigini gostermistir. Ayrica, molekiiler doking caligmalar1
bilesik 7a ve 7n'nin protein kinazin aktif yoresindeki baglanma bi¢iminin EGFR
inhibit6ri bir ilag olan erlotinib ile benzer oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Akhtar,

Siddiqui ve ark., 2017).

N
7aR: -Cl R

7n R: -OCH;

Sekil 1.36. 7a ve 7n bilesiklerinin kimyasal yapisi.

Sharma ve ark., 2017 yilinda yaptiklar1 calismada bir seri tiyazolidindion
tastyan benzimidazol tiirevi tasarlanmis, sentezlenmis ve in vitro sitotoksik etkilerini
meme (MDA-MB-231), prostat (PC-3), serikal (HeLa), akciger (A549) ve kemik
(HT1080) kanseri hiicre hatlar1 ile birlikte normal bobrek hiicrelerinde incelemislerdir.
Bilesiklerden 17n, 17p, 17q’nun (Sekil 1.37), PC-3, HeLa, A549 ve HT1080 kanser
hiicreleri tizerinde 0.096-0.63 uM araliginda ICso degerleri ile giiglii sitotoksik etkileri
oldugun bulunmustur. Bilesiklerin ¢ogu, kanser hiicrelerine kiyasla normal HeK-293T

bobrek hiicreleri izerinde giivenli bulundu (Sharma, Reddy ve ark., 2017).

o)
R3 4
N — N R
\ / o /H \ /—R®
Y
X 171-q Re

17n: X = methyl, ¥,Z = H, R*R5% R® = methoxy, R* = H
17p: X,Y,Z = methoxy, R? R® = H, R* R® = methoxy
17q: X,Y,Z = methoxy, R* R% = H, R* = methoxy,

RS = 1-isobutoxy

Sekil 1.37. 17n-q bilesiklerinin kimyasal yapisi.
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Bir seri benzimidazol-rodanin konjugati Li ve ark. tarafindan tasarlanmus,
sentezlenmis ve topoizomeraz II ve sitotoksik aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin
bazilar1 10 uM’da topo II inhibisyonu gostermislerdir. Ayrica bilesiklerin sitotoksik
aktiviteleri HeLa, A549, Raji, PC-3, MDA-MB-201, HL-60 kanser hiicre hatlarinda
arastirilmistir. Yapilan calismalar, 8g ve 8j kodlu bilesiklerin (Sekil 1.38) oncii
bilesikler olarak topo II katalitik inhibitorii olduklar1 gosterilmistir. Ayrica doking
calismalariyla enzimin ATP-baglanma bdlgesini inhibe ediyor olduklar1 gosterilerek

sonuglar desteklenmistir (Li, Zhang ve ark., 2018).

N
/
(e
s__N._ COOH

S
89: R1= 4-CHs 8j: R1=2-F
Sekil 1.38. 8g ve §j bilesiklerinin kimyasal yapist.

Karaaslan ve ark., 2018 yilinda yaptiklar1 calismada baz1 yeni mono/dikatyonik
amidino benzimidazol tiirevleri sentezleyip MCF-7 gogiis kanseri hiicre hattina kars1
etkilerini incelemislerdir. Bu sentezlenmis bilesiklerin bazilari, klinik olarak
kullanilan referans bilesiklere kiyasla doza bagimli bir sekilde MCF-7 hiicre canliligini
giiclii bir sekilde inhibe etmistir. Bilesik 30, 36, 23,15 referans ilaglar imatinib ve
dosetakse’den daha iyi antiproliferatif aktiviteler sergilemislerdir. Bunlar arasinda,
bilesik 30 1Cso = 4.6 nM degeri ile en aktif bilesik olmustur (Cizelge 1.6). Bilesik 33,
34, 39 ve 40 dosetaksel’den daha yiiksek aktiviteye ve imatinib'den daha diisiik
aktiviteye sahiptir (Karaaslan, Bakar ve ark., 2018).

Cizelge 1.6. Mono/dikatyonik amidino benzimidazol tiirevleri.

R'

R H

6 N
e

N
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Bilesik R R’ R4 Rs Re |C50 (nM)
NH NH
15 -H % -H -H 8.8
HN HN
NH
23 -H -H -H -H _<:> 7.3
HN
NH
30 -H -Cl -H -H 4.6
HN
NH
33 -NO2 -H -H -H % 10.1
NH,
NH
34 -H -COOC:2Hs -H -H 11.1
NH,
NH
36 -H —( -H -H -H 5.8
NH,
NH
39 -H f -H -H -Cl 12.7
HN
NH
40 -H —{ -H -Cl -Cl 11.4
NH,
imatinib 9.6
Dosetaksel 13.1

1.5. Benzimidazollerin Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazol halka sistemi (Sekil 1.39) imidazol halkasinin, benzen

halkasina 4. ve 5. konumlarindan kaynasmasi ile meydana gelmistir.
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Sekil 1.39. Benzimidazol.

Yukaridaki sekilde de goriildiigii iizere, benzimidazol halka sistemi iki farkli
yapida azot atomuna sahiptir. Bunlardan biri, lizerinde hidrojen tasimaktadir ve “pirol
azotu” veya “ imino azotu “ olarak tanimlanmaktadir. Hidrojen tasimayan ve tersiyer
yapida bulunan diger azot ise “piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak
adlandirilmaktadir. Imidazol halkast igin kullanilan bu adlandirmanin  bazi
literatiirlerde benzimidazol halkas1 i¢in de kullanildig: goriilmektedir. Benzimidazol
halkasmin numaralandirilmasina, hidrojen tasiyan azottan baslanmakta ve 3 numara
diger azota verilecek sekilde devam edilmektedir. Serbest imino hidrojenine sahip
benzimidazoller tautomerik karakter gosterirler. Bu serbest hidrojenin siibstitiisyonu
tautomerizim ihtimalini ortadan kaldirirak kesin yapiy1 tanimlama imkani saglar. Bu
durumda numaralandirma siibstitiic azot tizerinden baslayarak yapilir (Hoffmann,
1953).

Benzimidazoller oldukca yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip kati
bilesiklerdir. Ornegin: Benzimidazoliin erime derecesi 170°C’dir. Bu bilesikler polar
¢oziiciilerde ¢ok, polar olmayan ¢oziiciilerde ise az ¢oziiniirler. Kaynama ve erime

noktalarini, imino hidrojeninin siibstitiisyonu 6nemli Ol¢iide diistiriir (Hoffmann,
1953).

Benzimidazol halka sisteminin 2. konumuna hidrojen, metil, 2-piridil, 4-piridil
, 2-kinolil ve 4-kinolil gibi siibstitiientleri getirdikten sonra pKa degerleri
olgtildiiglinde, 2-piridil tiirevinin en yliksek pKa degerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Bunun nedeninin piridin azotu ile benzimidazoliin imino hidrojeninin, hidrojen bagi

yapmasi oldugu ileri stiriilmiistiir (Sekil 1.40) (Hisano ve Ichikawa, 1974).
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Sekil 1.40. Benzimidazoliin imino hidrojeni ile piridin azotunun hidrojen bagi.

Benzimidazoller, amfoterik 0Ozellik gdsteren bilesiklerdir ve bu nedenle
metallerle tuz olusturabilirler. Kaynar sudaki benzimidazol ¢ozeltisine AgNOs ilavesi
ile suda az ¢oziinen glimiis tuzu olusur. Olusan tuz seyreltik mineral asitlerde ve asetik
asitte ¢oziiniir. Benzimidazollerin Grignard bilesikleri ile reaksiyona girerek N-
Magnezyum halojeniirler1 vermesi asidik karakterlerinin bir diger kanitidir.
Benzimidazollerin imino hidrojeninin siibstitiisyonu pseudo-asidik karakteri ortadan
kaldirir. Elektronegatif gruplar benzimidazollerin asidik karakterlerini artirirlar.
Ornegin: Nitrobenzimidazoller, sodyum karbonat veya sulu amonyak ¢dzeltileri ile tuz

olusturacak kadar asidik karakter gdstermektedirler.

Benzimidazol halkasinin asitlerle protonlandigini, floresans dalga boylarinin
farkli olmasi ile gosterilmistir (Rogers ve Clayton, 1972). Protonlanan benzimidazoller
365 nm de floresans verirken, protonlanmamus tiirevleri 305 nm de floresans vermesi
benzimidazollerin asitlerle tuz olusturma 6zelligine sahip bazik bilesikler oldugunu
ispatlamistir. Bazik karakterleri piridin azotunun proton yakalayict 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Benzimidazol (pKa 5.5), imidazolden (pKa7.0) daha zayif bir
bazdir. Bu farklilk imidazol ve benzen halkalar1 arasindaki konjugasyondan
kaynaklanmaktadir. Konjugasyon kaynakli rezonans nedeniyle halka dayanikligi artar
ve boylece piridin azotunun proton yakalayict 6zelligi azalir. Serbest imino hidrojeni
iceren benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir. Benzimidazollerin tautomerik
karakteri nedeniyle 3-nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik
asitin rediiksiyonu ile ayni benzimidazole ulasilmistir (Sekil 1.41) (Green ve Day,
1942).
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Sekil 1.41. 3-Nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamido benzoik asitin rediiksiyonu ile benzimidazol
eldesi.

Notral sartlarda da benzimidazol tautomerizm gostermektedir. 2,5-
dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile reaksiyona sokuldugunda 1,2,5,-trimetil
benzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazol, ayr1 ayr1 elde edilmekte ve her iki izomer
tekrar metil iyodiir ile kuaternize edildiginde ayni tiireve ulasilmaktadir (Sekil 1.42)

(Green ve Day, 1942).
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Sekil 1.42. 2,5-Dimetilbenzimidazoliin metiliyodiir ile reaksiyonu.

Benzimidazol ve simetri diizlemi igeren tiirevlerin tautomerik formlari
birbirinin aynidir ve bu durumda kesin bir yap1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin: 2-
metil, 5,6-dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir (Sekil 1.43).
Benzimidazoliin, benzen halkasi lizerinde simetri diizlemini bozacak sekild siibstitiient
tagimasi1 halinde imino hidrojeni siibstitiie edilecek olursa, iki farkli izomer karigimi
elde edilmektedir .Benzen {izerindeki siibstitiientin karakteri azot iizerinden
slibstitiisyonu etkilemekte ve genellikle farkli verimlerde izomerlerin elde edilmesine

neden olmaktadir. 4. Konum siibstitiientleri, O6nemli Olclide elektrostatik,
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termodinamik ve sterik etkilere sahipken, 5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin
yeterince baskin olmamasi nedeniyle izomer olusum oraninin bu etkilere bagl olarak

degistigi de bildirilmistir (Howell ve Rasmussen, 1993).

CH;3
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Sekil 1.43. Simetri diizlemine sahip benzimidazol yapilarindan 4,7-dimetilbenzimidazol.

Benzimidazoliin 5(6). konumda  siibstitiient bulundugu durumlarda, bu
stibstitiientlerin tautomerik denge iizerinde az bir etkisi olmasi nedeni ile, hemen
hemen esdeger miktarda regioizomerler olusmaktadir (Arnau, Arredondo ve ark.,
1995). Lee ve Joung, 2-Furil ya da tiyenilsiibstitiiec benzimidazol tiirevleri ile, DMSO
icinde  tautomerizm gdzlenirken, 2-fenilbenzimidazolde godzlenememesinin,
molekiilde, heteroaril gruplar varliginda NH asiditesinin artmasina bagl olabilecegini
bildirmislerdir (Lee, Jeoung ve ark., 1996). 1989 yilinda yapilan bir ¢alismada ise 2-
Kloro-4-metoksibenzimidazoliin, imino hidrojeninin siibstitiisyonu ile 2-kloro-1-(2-
etoksietil)- 4-metoksi-1H-benzimidazol ve 2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-1H-
benzimidazol yapilarini elde etmisler ve bu izomerleri kolon kromotografisi ile

ayrrmay1 basarmiglardir (Sekil 1.42) (lemura, Hori ve ark., 1989).
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H

\
(CH2)20Et OMe (CHz)zOEt

Sekil 1.44. 2-Kloro-1-(2-etoksietil)- 4-metoksi-1H-benzimidazol ve 2-kloro-1-(2-etoksietil)-7-metoksi-
1H-benzimidazol sentezi.

Katritzky ve Rachwal (1994), rutin alkilasyon sartlarinda karsilasilan izomer
sorununu ¢éziimlemek iizere, 5-nitrobenzimidazol iizerinden selektif alkilasyon ile 1-

metil-5-nitrobenzimidazol ve 1-metil-6-nitrobenzimidazol regioizomerlerinin ayri
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ayri elde edilebilecegini bildirmislerdir. Arnau ve arkadaslar1 ise sentez sonucu elde
ettikleri izomer karisimint ancak preparatif ince tabaka kromatografisi ile

aywrabildiklerini rapor etmislerdir (Katritzky, Rachwal ve ark., 1994).

Goker ve arkadaslar1 ise 1995 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 1-(p-florobenzil)-
2-(4-metilpiperidin-1-il)metil-5 ve 6-kloro-1H-benzimidazol izomer karigimini kolon

kromatografisi ile ayirabilmislerdir (Goker ve Canan, 1995).

1.6. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol tiirevi bilesiklerin sentez yontemlerinde baslangic maddesi
olarak genellikle o-fenilendiamin ya da siibstitiie o-fenilendiamin tiirevleri

kullanilmaktadir.

1.6.1. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle

[k benzimidazol (2,5 veya 2,6-dimetilbenzimidazol) 1872 yilinda Hoebrecker
tarafindan 4-metil-2-nitroasetanilidin rediiksiyonu ile sentezlenmistir (Sekil 1.45)

(Wright, 1951).

H

HsC NO, Sn/HCI H4C NH, -H,0 H3C S
l P )—CHs

NHCOCH; N

NHCOCH3

veya

N
Lo
N

HsC

Sekil 1.45. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle benzimidazol sentezi.

44



0-Dinitrobenzen tiirevlerinin kalay kloriir ile hidroklorik asit ve asetik asit
varliginda, izole edilmeksizin rediiksiyonu benzimidazol yapisinin olusmasini
saglamaktadir. 1,2-dinitro-3,4,5,6- tetrametilbenzenin ayni rediiksiyon kosullarinda
asetik asit ile reaksiyonu sonucu 2,4,5,6,7-pentametil benzimidazol olusmaktadir
(Sekil 1.46) (Smith ve Harris 1935; Smith ve Moyle, 1936).

CH,4 CHs
HaC §
HsC NO,  SnCl,/ HCI 3 N
- )—CHs
HsC NO, CH;COOH  HC N
CH,4 CHs

Sekil 1.46. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle benzimidazol sentezi.

1.6.2 o-Fenilendiaminler ile karboksilik asitler, asit anhidritleri , esterler ya da

amidlerden hareketle

[Ik benzimidazol sentezinden birka¢ yil sonra 1875 yilinda Ladenburg
tarafindan 3,4-diaminotolueni asetik asidin reaksiyonu sonucu 2,5(2,6)-dimetil
benzimidazol elde edilmistir (Sekil 1.47).

H
HiCo e
H3C\_‘/Zt~:‘. ,NHQ 'H20 HaCa /?:‘:l. ,NH2 'Hzo 3 \ﬂ e N>_CH
[ 1 + CHsCOOH —— I|’ T P
~ NH ~ \.NHCOCH3
B veya
H
/f“‘\xb‘--'N
J P /> Chs
H,c™ ™ N

Sekil 1.47. 2,5(2,6)-dimetil benzimidazol sentezi.

Benzimidazol sentezlemek i¢in en ¢ok kullanilan yontem, o-fenilendiaminlerin

seyreltik HC1‘deki (genellikle 4N) ¢ozeltisi ile karboksilik asit ya da asit anhidritini
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reaksiyona sokmaktir (Sekil 1.48). Bu yontem literatiirde Phillips‘in benzimidazol

sentezi olarak adlandirilmaktadir (Phillips, 1928a; Phillips, 1928b).

H
N
NH 0 4N HCI
. )k —_— p, R(Ar)
(AnR OH N
NH,

Sekil 1.48. o-Fenilendiamin ile karboksilik asitlerden hareketle benzimidazol sentezi.

1951 yilinda Wright tarafindan, formik asit ile o-fenilendiaminin reaksiyondan
stibstitlien tagimayan benzimidazol sentezlenmistir (Wright, 1951). O-fenilendiamin
ile karboksilli asidlerin reaksiyonu sonucu ise, 2-alkil benzimidazoller elde edilmistir
(Pool, Harwood ve ark., 1937).

Hein ve arkadaslar1 1957 yilinda yaptiklari ¢alismada o-fenilendiamin tiirevleri
ile, polifosforik asit varliginda alkil ya da aril karboksilik asitlerle reaksiyonu
sonucunda yiiksek verimle 2-alkil/aril benzimidazol tiirevlerinin elde etmislerdir

(Sekil 1.49) (Hein, Alheim ve ark., 1957).

NF2 PPA N
@: + HOOC-R(ATr) @[ S—R(Ar)
NH, ISI N

H

Sekil 1.49. o-Fenilendiamin ile karboksilik asitlerden hareketle benzimidazol sentezi.

1996 yilindan beri o-fenilendiaminlerle karboksilik asit tiirevlerinin reaksiyonu
farkli solvan farkh katalizorler varliginda ya da katalizér kullanmadan mikrodalga

yontemi ile yapilabilmekte ve ¢cok daha kisa siirede daha yiiksek verimle sonug elde

edilebilmektedir (Kim, Gatto ve ark., 1996).

2007 yilinda yapilan bir calismayla Dubey ve arkadaslari, mikrodalga

yontemiyle 2-alkil ya da 2-aril siibstitiie benzimidazol tiirevlerinin polifosforik asit
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varliginda sentezinin diger sentez yontemlerine gore verimi arttirdigt ve reaksiyon

sliresini diistirdigiinii belirtmiglerdir (Dubey ve Hari Narayana Moorthy, 2007).

Hasaninejad ve ark., o-fenilendiamin ve mono/di karboksilik asitlerden Silfoks
[POCIz.n(SiO2)n, silika fosfinoksit] ve birkag damla DMF varhginda birkag
benzimidazol tiirevlerinin hazirlanmas1 i¢in verimli, hizli ve basit bir yontem

bildirmislerdir (Hasaninejad, Niknam ve ark., 2008).

Siji ve ark., o-fenilendiaminlerle karboksilik asit tiirevlerinin reaksiyonu ile
stibstitliie benzimidazollerin sentezi icin daha kolay bir yaklasim bumak amaciyla
mikrodalga yontemiyle c¢esitli solvan/katalizor sistemleri denemisler ve Kkatalitik
miktarda TBACI (tetrabiitilamonyumkloriir) kullanilarak nispeten daha kolay, verimi
yliksek ve izolasyonu daha kolay sekilde c¢esitli benzimidazoller sentezlediklerini

bildirmislerdir (Sekil 1.50) (K, Siji ve ark., 2010) .

R NH 0 MW 160°C R N
1, Wk - JC
HO® R Toluen/su R; H

R N2 1 TBACI

Sekil 1.50. o-Fenilendiamin ile karboksilik asitlerden hareketle benzimidazol sentezi.

Dey ve ark., 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada mikrodalga 1simasi altinda ve
solvansiz kosullarda katalitik miktarda vanadil asetilasetonat (VO(acac)2) kullanarak
o-fenilendiamin ve karboksilik asitlerin reaskiyonundan benzimidazollerin hizli bir
sekilde sentezlenmesi i¢in alternatif bir yontem bulduklarmi bildirmislerdir (Sekil

1.51) (Dey, Deb ve ark., 2011).

NH, VO(acac) N
@ + ACOOH — "2 S—Ar
NH, MW N

Sekil 1.51 o-Fenilendiamin ile karboksilik asitlerden hareketle benzimidazol sentezi.
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Wang ve ark., o-fenilendiamin ve aromatik karboksilik asitlerden yiiksek
verimle 2-arilbenzimidazolleri sentezlemek i¢in hizli ve uygun bir yontem
gelistirdiklerini  bildirmiglerdir. Bu yontemde reaksiyonlar Katalitik miktarda
hidroklorik asit varliginda, ¢oziicii kullanilmadan mikrodalga sentez yontemiyle

yuriitiilmistir (Wang, Lu ve ark., 2007).

1.6.3. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle

0-Fenilendiamin’in HCI tuzu ile bir alifatik ya da aromatik nitrilin 200°C de
reaksiyonuyla 2-alkil/arilsiibstitiiecbenzimidazol yapisi elde edilmektedir (Sekil 1.52)
(Wagner, 1940).

+
. NH; _

- H
NH; Cl A NH; ¢l N-C_ cl
L, emon == L+ wer— L "
NH2 NH2 NH2|
H

+ N
NH4Cl + @: )R
N

Sekil 1.52. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle benzimidazol sentezi.

1.6.4. o-Fenilendiaminler ile iminoeterlerden hareketle

0-Fenilendiamin ile iminoeter tiirevi bilesiklerin, metanoldeki ¢ozeltisinin
1sit1lmasi sonucu 2—-benzilbenzimidazol tiirevi bilesikler elde edilmektedir (Sekil 1.53)

(King ve Acheson, 1949).
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3,4-Diaminobenzamidin bilesiginin yine ayni yontemle ¢esitli imidat esterleri
ile reaksiyonu sonucunda, 2-5’-bis-benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir
(Czarny, Boykin ve ark., 1995).

H

NH2  Meo, N
+ ,C—CH, _ )—CHs

HN N

NH,

Sekil 1.53. o-Fenilendiaminler ile iminoeterlerden hareketle benzimidazol sentezi.
1.6.5. o-Fenilendiamin ile aldehit ya da ketonlardan hareketle

Bir mol o-fenilendiamin ile iki mol aldehitin reaksiyonu sonucunda olusan
Schiff bazi lizerinden benzimidazol yapisinin olusumuna ait reaksiyon ile 1-benzil-2-

fenilbenzimidazol yapisi sentezlenmistir (Sekil 1.54) (Hinsberg, 1886).

Ph ’/©
H 1
NH> C\\ N=CH N
L -2 Ol — =D
NH> N=(I3H N
Ph

Sekil 1.54. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

Ridley yaptig1 calismada, o-Fenilendiamin ile aldehitlerin sodyum bisiilfit
tuzlarmin DMF igerisindeki reaksiyonu ile 2-arilbenzimidazol tiirevi bilesikler elde

etmistir (Sekil 1.55) (Ridley, Spickett ve ark., 1965).

NH, R N
X, T 2 OO
NH, HOHC N

|
SO;Na

R=H, Cl, F, NO,, OCH5 CN

Sekil 1.55. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.
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o0-Fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen varliginda 1:1 mol ile 145-
150°C’de reaksiyona girmesi sonucunda benzimidazol tiirevleri elde edilmektedir
(Sekil 1.56). Ozellikle bis-benzimidazol ve terbenzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezi

bu yontemle yapilmaktadir (Sun, Gatto ve ark., 1995).

NH, Q PhNO, N
s > VooH, ——o \>—©—OCH
/@E H 1450 /©: 3
NC NH, NC N

Sekil 1.56. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

Trivedi ve arkadaslari, 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada o-fenilendiamin ve
tiirevleri ile ¢esitli alifatik ya da aromatik aldehitlerin solvansiz ortamda indiyum III
triflorometansiilfonat [In-(CF3SO3)3] katalizorliigiinde, oda sicakliginda reaksiyona
girmesiyle, 2- siibstitiiebenzimidazol tiirevi bilesiklerin daha yiiksek verimle elde
edildigini gostermislerdir (Sekil 1.57). Bu yoOntemin kolay uygulanabilir olmasi,
reaksiyon siliresinin kisa olusu, daha yiiksek verimin elde edilebilmesi, katalizoriin
reaksiyon sonunda geri kazanilarak tekrar kullanilabilir olmasi gibi 6zellikleri mevcut

sentez yontemlerine tstiinliik gostermektedir (Trivedi, De ve ark., 2006).

NH2 O
In(OTf)3 N
1] :
NH, N
R = CH(CH3),, CH,(CH,)3CH3 CH=CH—Ar

Sekil 1.57. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

Giri ve ark., o-fenilendiaminlerle aromatik aldehitlerin, 12-tungstofosforik asit
monoamonyum  tuzu  [(NH4)H2PW12040] varliginda, benzimidazol olusum
reaksiyonlarini oldukca yiiksek verimle gergeklestirildigi ve ayni zamanda kullanilan

bu katalizoriin suda ¢éziinmeme gibi bir avantaji oldugunu rapor etmislerdir (Sekil

1.58) (Giri, Prabavathi Devi ve ark., 2007).
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Ry NH, NH4)H,PW,,0 R N
+ RCHO (NH,)H,PW:5040 SR
R, NH, DCE, Reflux R H
R—Ph; R1'H. CH3 CFg, R2'H, CH3: R3'H. N02

Sekil 1.58. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada 5. ve 6. konumlarinda cesitli siibstitiientler
tastyan 2-(siibstitiiefenil)-1H-benzimidazol tiirevleri oksidan olarak sodyumpirosiilfiti
kullanilarak mikrodalga yontemi ile sentezlenmistir. Bu yontem ile benzimidazol
tiirevlerinin sentezini basit, hizli ve etkin olarak solvansiz ortamda gergeklestirebildigi

rapor edilmistir ((Navarrete-Vazquez, Rojano-Vilchis ve ark., 2006).

Xiangming ve arkadaslar1 (2007) o-fenilendiaminler ve aldehitlerden hareketle
p-TsOH katalizorliigiinde 2-arilsiibstitiiebenzimidazol tiirevlerini elde etmislerdir
(Sekil 1.59). Bu yontemle, diger yontemlere kiyasla benzimidazol tiirevlerini daha
basit ve etkin bir yolla ve daha kisa siirede elde ettiklerini belirtmislerdir (Xiangming,

Huigiang ve ark., 2007).

NH; p-TSOH, 80°C N
+ RCHO - Y>—R
NH, N

Sekil 1.59. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

2017 yilinda Sharma ve ark., hem konvansiyonel ve hem de mikrodalga
destekli yontemler kullanilarak o-fenilendiaminlerden sodyum metabisiilfit varliginda
farkli gruplarla stibstitiie edilmis benzaldehitleri reaksiyona sokarak bir dizi yeni
benzimidazol tiirevini sentezlemislerdir (Sekil 1.98). Mikrodalga destekli sentezin
reaksiyon siirelerinde dnemli bir azalmaya ve tiim tiirevlerin veriminde iyilesmeye

neden oldugunu bildirmislerdir (Sharma, Reddy ve ark., 2017).
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o » R; R, o Ry Ry
™~ 2 Na,S,0 ~ N
NH, o EtOH/water
Re
Sekil 1.60. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

2-stibstitiiebenzimidazol tiirevlerinin selektif olarak yapilan sentezleri ise o-
fenilendiamin tiirevlerinin aromatik aldehitlerle, organik bir tuz, amonyum asetat ve
mutlak etanol icerisinde oldukca iy1 bir verimle gerceklesmektedir. Ayni zamanda
olusan benzimidazol tiirevleri basit bir kristalizasyon yontemi ile ayrilabileceklerinden

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

Zhang ve ark., solvansiz kosullarda ve ultrasonik 111 altinda, katalizor olarak
nadir toprak metal kloriirleri kullanilarak 1,2-distibstitenmis benzimidazolleri etkili bir
bi¢imde sentezlediklerini bildirmislerdir. EKonomik ve kolayca temin edilebilen Lewis
asit katalizorlerinden (nadir toprak metal kloriirleri) lantan kloriir (LnCls),
gerceklestirilen reaksiyonlarda oldukca katalitik aktiviteler gostermistir (Sekil)
(Zhang, Xia ve ark., 2012).

Sekil 1.61. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla 1,2-disiibstitie benzimidazol sentezi.

Chen ve ark., 2012 yilinda yaptiklar1 ¢galismada ultrasonik 1ginlama altinda o-
fenilendiamin ve aldehitlerden benzimidazol sentezlemek icin FeCls/Al203
katalizoriinii kullandiklarint bildirmislerdir (Sekil). Ilmli kosullarda yliriiyen bu
reaksiyonun avantajlar1 arasinda yiiksek verim, kisa reaksiyon siiresi ve toksik ve
pahali olmayan katalizor kullanimi oldugunu belirtmiglerdir (Chen, Dong ve ark.,
2012).

52



NH, FeCly/AICls N
+ RCHO > @[ SR
NH2 DMF, ult. N
H
Sekil 1.62. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

o-Fenilendiamin,  ketonlarla  reaksiyona  girdiginde  2,2-disiibstitiie
benzimidazolinleri vermekte ve olusan iiriin 1s1tildig1 zaman 2—siibstitiie benzimidazol
ve hidrokarbon yapilarint vermek iizere parcalanmaktadir (Sekil 1.63) (Elderfield ve
Kreysa 1948; Elderfield ve McCarthy 1951).

§ N
-
@[ N C[,}—R' + R-H
N R N
H
JA
H
N
@j/)—R+R'—H
N

Sekil 1.63. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.

NH> =
NH; R

Ohemeng ve Roth, 3,4-Diaminobenzofenon ile siyanobromiir sulu ortamda
reaksiyona sokarak 2—amino—5(6)-benzoil-1H-benzimidazol sentezlemislerdir (Sekil
1.64) (Ohemeng ve Roth, 1991).

Sekil 1.64. o-Fenilendiamin ile aldehit reaksiyonuyla benzimidazol sentezi.
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1.7. Molekiiler Modelleme Yontemleri

flag kesif disiplinler arasi, karmasik, zaman alic1 ve pahali bir siirectir. ilag
endiistrisinin su anda 20 yi1l dncesine gore arastirma ve gelistirmeye ¢ok daha fazla
harcandig1 ancak daha az yeni molekiil iirettigini bilim otoritelerince kabul etmektedir
(Zoete, Grosdidier ve ark., 2009). Bu nedenle farmasétik ve medisinal kimyacilarm en
onemli hedeflerinden biri ila¢ etken maddesi olabilecek spesifik etkili yeni kimyasal
bilesiklerin rasyonel tasarimini saglayabilmek olmalidir. Bu amagla bilgisayar destekli
ilag etken madde tasarim ve gelistirme ¢aligmalarina verilen 6nem giderek artmaktadir.
Molekiiler modellemenin amaci, bir molekiiliin kimyasal ve fiziksel ozellikleri ile
biyolojik fonksiyonu arasindaki temel iliskiyi, kimyasal yapisini1 ve {i¢ boyutlu (3D)
yapisin1 anlamaktir. Bu anlayis, bu 6zelliklerin molekiillerin kimyasal, katalitik veya
biyolojik fonksiyonlariyla iliskilendirilmesi ve en 6nemlisi degisen fonksiyona ait
molekiillerin rasyonel olarak tasarlanmasina olanak saglamaktadir. Kimyasal yap1 ve
biyolojik etki arasindaki bu baglanti, molekiiler biyoloji, protein bilimi, ila¢ tasarimi

ve polimer bilimi gibi bir¢ok bilim dali i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Gund 1996).

Yeni ilag etken madde gelistirme ¢alismalarinda molekiiler modelleme oldukg¢a
onemli bir yere sahiptir. Ila¢ etken maddesi aday1 molekiillerin rasyonel tasarimi ve
molekiiler modelleme galigmalari, arastrmacinin bakis agisini yansitmasi bakimindan
da Onemlidir. Son yillardaki bilgisayar donanim ve yazilimindaki teknolojik
gelismeler molekiiler modelleme ¢alismalarinin uygulanmasini daha kolay bir hale
getirmistir. Etken madde tasarimindaki rasyonel yaklasimlar, ligand yapisina dayal
tasarim ve hedef yapisina dayali tasarim olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 1.65).
Ligand yapisina dayali tasarimda belli bir hedef tizerine etkili molekiillerin yapisindan
faydalanilarak reseptdr yapisinin yorumlanmasi amaglanmaktadir. Ligand yapisina
dayali tasarim QSAR (Kantitatif Yapi-Etki iliskileri) calismalar1 ve Farmakofor
Caligmalar1 adi altinda iki boliimde incelenebilmektedir. Hedef yapisma dayali
tasarimda, bilinen reseptor, protein, enzim yapisindan hareketle etki gdsterebilecek

molekiillerin tasarlanmas1 amaglanmaktadir (Young, 2009).
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Rasyonel ilag Etken
Madde Tasariminda
Molekiiler Modelleme
Yontemleri

I

Ligand Yapisina Dayali
Tasarim

Reseptor Yapisina
Dayali Tasarim

| I

Molekiler Doking De Novo Analizleri Farmakofor Analizleri 3D-QSAR

Sekil 1.65. Rasyonel ilag etken madde tasarim yontemleri.

1.7.1. Doking Yontemi (Reseptor Tabanh Tasarim)

Molekiiler doking 1980lerin baslarinda beri 6nemli bir arastirma alanidir ve
gliniimiizde in siliko ilag¢ tasariminda en yararl araglardan biridir ve pek ¢ok ilag
tasarim programmin temel parcasidir (Zoete, Grosdidier ve ark., 2009) . ilag
tasariminda, kiigiik molekiiller ile reseptorler arasinda yapilan doking caligmalari
gittikce artan bir 6nem kazanmaktadir (Schneider ve B6hm 2002; Toledo-Sherman ve
Chen 2002). Molekiiler doking yontemi ile bir makromolekiiliin 6rnegin bir enzimin
atomik ¢oziiniirliigii ele alinarak, bu enzime baglanarak aktivitesini modiile eden yeni
molekiiller kesfetmek miimkiin olmaktadir. Bu yontem tiim reseptor (hedef) tabanli
tasarim ve kesif cabalarinin ardindaki dnciildiir. Doking ¢aligmalarinda hedefin yapisi
bu hedefe etkili yeni ila¢ adaylarmin kesfi i¢in bir sablon olusturmaktadir (Shoichet,
McGovern ve ark., 2002).
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Doking kiigiik molekiillii ilag adaylarinin protein hedeflerine karsi ilgisini, bu
proteinlere baglanma enerjilerini ve dolayisiyla biyolojik aktivitesini dnceden tahmin
edebilmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle, ilaglarin rasyonel tasariminda
onemli bir yeri vardir (Kitchen, Decornez ve ark., 2004). Protein yapilarina kiigiik,
cogunlukla organik bilesiklerin dok edilmesi, biyolojik siirecleri anlamak ve ilag aday1
molekiiller tasarlamak igin ¢gok dnemlidir. Doking yontemi ile ligand veri tabanlarini
taramak ve molekiiler etkilesimleri dogru bir sekilde analiz etmek i¢in bir dizi farkli

yontem gelistirilmistir. (Lengauer ve Rarey, 1996).

Doking islemi, hedeflenen bir baglanma bdlgesi i¢inde ligand
konformasyonunun ve oryantasyonunun (veya pozunun) dngdriilmesini igerir. Burada
poz ile belirtilen molekiilin reseptoriin  baglanma yoresi ile uyum gdsteren
konformasyonudur. Doking islemi i¢in kullanilan bilgisayar programlari protein veya
ligand esnekligini ele almalarina, 6rnekleme algoritmalarina ve sonuglar1 yorumlama

(skorlama) fonksiyonlarina gére farklilanirlar.

1.7.1.1.Gold Doking Metodu

Gold (Ligand Doking i¢in Genetik Optimizasyon), proteinin kismi esnekligi ile
tam bir ligand konformasyonel esnekligini kesfetmek i¢in genetik algoritma kullanan
otomatik ligand doking programidir (Jones, Willett ve ark., 1997). Yontemin spesifik
Ozellikleri sunlardir:

(1) Protein-ligand dokingi i¢in paralel genetik algoritma (GA), (Bu algoritma
ligandin tercih edilen yonelimi ve konformasyonu i¢in olasiliksal bir aragtirma yapar.)

(2) Tam ligand ve kismi protein esnekligi;

(3) Konformasyon analizlerinden elde edilen 6zel enerji fonksiyonlari.
Dogrudan gergek deger degiskenleri lizerinde c¢alisan doking algoritmalarinin

cogunlugunun aksine GOLD, ligand ve reseptdr arasindaki olasi hidrojen baglama

56



etkilesimlerini kullanir. Genetik algoritma (GA), iyi (ancak zorunlu olarak optimal
olmayan) ¢ézlimlerin tanimlanmasini saglayan bir arama yaklasimi saglar. En ytliksek
afinite baglanma modlarini tanimlamak i¢in birkag doking ¢aligmasi gereklidir. Bu
evrimsel 6rnekleme tekniginin 6dnemli bir avantaji, esnek-ligand ve protein yiizey
atomlar1 gibi olduk¢a karmasik bir arama alaninda ¢6zim bulma yetenegidir

(Lengauer ve Rarey, 1996).

Genetik algoritma (GA), kromozom adi verilen veri yapilarmin bir koleksiyonu
manipiile evrim siirecini taklit eden bir bilgisayar programidir. Bu yapilarin her biri,
doking problemine olas1 bir ¢6ziimii (yani protein baglanma bdlgesi iginde olasi bir
ligand oryantasyonunu) kodlar ve bu ¢6ziimiin géreceli degerine dayali bir uyum skoru
tayin edilebilir (Jones, Willett ve ark., 1997).

1.7.2. Farmakofor Analizleri (Ligand Tabanh Tasarim)

Farmakofor ilk defa 1909 yilinda Paul Erlich tarafindan “bir ilacin biyolojik
aktivitesinden sorumlu temel oOzellikleri tasiyan molekiiler ¢ergeve” olarak
tanimlanmistir. [UPAC (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) ise
famakoforu “bir farmakofor, spesifik bir biyolojik hedef ile onu tetiklemek {izere
optimal supramolekiiler etkilesimin gergeklesmesi ic¢in gerekli olan sterik ve
elektronik yapilarin toplamidir” olarak tanimlamaktadir. Farmakofor analizleri
viicuttaki reseptor, enzim ya da proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi bilinmediginde bu
yapilara etkili oldugu bilinen ligandlarm ortak 6zelliklerinin bulunmasi ile reseptor
yapisinin yorumlanmasinda ve bu hedefe etkili olabilecek farklt molekiillerin

tasariminda kullanilmaktadir.
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Modern kimyada farmakofor, ayni biyolojik etkiye sahip bir veya daha fazla
molekiiliin temel 6zelliklerini belirlemede kullanilir. Olusturulan bu farmakofor ya da
“kimyasal ¢ergeveler” binlerce kimyasal bilesigi i¢eren veritabanlarinda birbirinden
benzer uzaklikta konumlanmis ayni Ozellikleri paylasan molekiilleri aramak igin
kullanilabilir. Ayni protein hedefi i¢in ayn1 farmakoforu paylasan farkli bilesikler bu
protein i¢in benzer baglanma modeline sahip olabilirler. Tipik bir farmakofor modeli
hidrofobik, aromatik halka, hidrojen bag akseptorii (HBA), hidrojen bag dondrii
(HBD) gibi temel 6zellikleri i¢erir (Qingzhi, Lulu ve ark., 2010).

Olusturulan farmakofor model bilesiklerin baglanma veya inhibisyonu
hakkinda bilgi verebilir, daha ¢ok sayida aktif bilesigin olusturulmasi igin bir temel
olusturabilir ve ayn1 farmakoforu igeren molekiillerin bulunmasina yardimci olabilir.
Bir farmakofor, yapisal olarak farkli ligandlarin ortak bir reseptore baglanmasina
aciklama getirmektedir (Gund, 1996).

Farmakofor modelleri gelistirmek i¢in iki yaklagim vardir; bunlardan birincisi
bilinen reseptér yapisinin ya da bir reseptor-ligand kompleksinin analizi ile
yapilmaktadir, ikincisi ise hedef i¢inde ayni alana baglanmasi gereken bir dizi

liganddan yola ¢ikarak yapilmaktadir (Wolber ve Langer, 2005).

1.7.2.1 Kimyasal Ozellik Tabanh Farmakofor Model

Ligand bazli ila¢ tasariminda, bir dizi biyo-aktif molekiilden kimyasal 6zellik
tabanli farmakofor olusturulmasi, siklikla tercih edilen bir yaklasimdir. Bu
yaklasimda, spesifik bir terapotik alanda aktif olarak bilinen bir seri bilesikten
biyolojik aktiviteleri g6z Oniinde bulundurmaksizin, ortak ozellik farmakofor

modelleri olusturulmaktadir.
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iki veya daha fazla biyoaktif molekiilii hizalamak ve {ist {iste ¢akistirmak,
hesaplamali ilag kesfi ve biyo-aktivite tahminindeki temel araglardan biridir. Ligand
tabanli (kimyasal 6zellik tabanli) farmakoforlar, tek bir spesifik reseptore baglanan
belirli bir ligand setinin farkli konformasyonlarmin {istiiste ¢akistirilmasiyla otomatik
olarak olusturulmaktadir (Wolber ve Langer, 2005). Baglanmadan sorumlu ortak
kimyasak Ozellikleri bir araya getiren farmakofor, benzer iki biyo-aktif molekiiliin
makromolekiile benzer bir sekilde baglanmasina ve benzer biyolojik tepkiler
vermesine izin verir. 3 boyutlu farmakofor modeller, farmasétik kimyacmin bir
molekiilii ¢ok sezgisel bir sekilde yansittigindan, kiiciik molekiillerin hedeflerine
baglanmasmin ¢ok kapsamli ve dolayisiyla giiglii bir temsildir ve farmasotik
kimyacinin bir molekiil hakkindaki goriisiinii sezgisel bir sekilde yansittiklari igin
olduk¢a oOnemlidir. Biyo-izosterizm kavramini, sadece atomlar1 veya topolojik
benzerlikleri degil, ayn1 kimyasal islevsellige sahip benzer konumlardaki yapisal
gruplar1 da karsilastirarak yakalarlar. Topolojik molekiil karakteristikleri genellikle
biyokimyasal etkilesim 6zelliklerine gore yaniltict oldugundan, kimyasal 6zelliklere

konsantre olmak gereklidir (Wolber, Dornhofer ve ark., 2006).

Yapilan tiim bu c¢alismalardan yola ¢ikilarak doktora tezi kapsaminda tiimii
benzimidazol halka yapis1 tasiyan 17 tanesi 5-karboksamid tiirevi (1a-r) ve 7 tanesi
(2a-g) 5-karbohidrazid tiirevi toplam 24 sonug iriin (Cizelge 1.1) sentezlenmis,
sentezlenen bilesiklerin yapilar1 *H-NMR, Kiitle ve Elementel Analiz ydntemleri
kullanilarak aydinlatilms, sitotoksik etkileri gozlenmis ve gerceklesirilen molekiiler
modelleme ¢aligsmalar1 sonucunda sentezlenen bilesiklerin topoizomeraz Ilo enzimi
iizerindeki etkilesme dinamikleri molekiiler doking ve farmakofor modeli ¢aligmalari

yiiriitiilerek incelenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Elde Edilen Bilesiklerin Sentez, Saflashrma lislemleri ve Yap

Analizlerinde Kullanilan Geregler

Sentezlenen bilesiklerin NMR analizleri, H-NMR spektrumlar1 seklinde,
Varian Mercury 400 High Performance Digital FT-NMR Spektrometre cihazi ile 400
MHz.’de yapilmistir. I¢ standart madde olarak tetrametilsilan (TMS), ¢dziicii olarak
dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-ds) ve CDCIs kullanilmistir. Mass (Kiitle) analizleri,
Waters 2695 Alliance Mikromass ZQ marka LC/MS spektrometre cihazinda,
Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI) yontemi uygulanarak gergeklestirilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin erime noktasi tayini, Biichi B540 cihazi kullanilarak, kapiller
yontem ile belirlenmistir. Degerler diizeltilmeden verilmistir. Elementel analizler,
CHNS-932 (LECO) Elementel Analiz cihazi kullanilarak yapilmistir. Sentez
caligmalar1 sirasinda, reaksiyonlardaki gelismeyi izlemek, elde edilen maddelerin
saflik derecelerini saptamak amaciyla, ince tabaka kromatografisinden (ITK)
yararlanilmistir. Bu amagla SilicaGel 60 GF2ss4 aliiminyum plaklar (Merck)
kullanilmistir. Sentez edilen maddelerin uygun ¢oziicii sisteminde siiriiklenme islemi
tamamlandiktan sonra plaklar agik havada kurutulmustur. Lekelerin belirlenmesi i¢in
254 ve 366 nm dalga boyundaki UV 15181 veren Camag UV Lambasindan

faydalanilmistir.

2.1.1. Sentez, Saflastirma ve Analiz Islemlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu amagla kullanilan kimyasal bilesikler su sekildedir; 3,4-diamino benzoik asit
(Aldrich), tiyonil kloriir (Aldrich), 4-hidroksi benzaldehit (Aldrich), 4-metoksi
benzaldehit (Aldrich), benzaldehit (Sigma-Aldrich), 4-bromo benzaldehit (Acros), 4-

tolualdehit (Acros), 4-aminofenol (Sigma-Aldrich), p-anisidin (Himedia), m-anisidin

60



(Merck), 4-kloroanilin (Himedia), 4-bromoanilin (Himedia), 3-nitroanilin (Acros), 4-
klorofenilhidrazin hidrokloriir (Aldrich), 4-bromofenilhidrazin hidrokloriir (Aldrich),
4-nitrofenilhidrazin hidrokloriir (Acros), sodyum bikarbonat (Fluka), benzen (Riedel-
de Haén), etanol (Riedel-de Haén), metanol (Riedel-de Haen), diklorometan (Carlo
Erba), kloroform (Riedel-de Haén), etil asetat (Riedel-de Haén), n-hekzan (Merck),
dietileter (Carlo Erba), dimetilsiilfoksit-de (DMSO-ds) (Merck).

2.2.  FElde Edilen Bilesiklerin Sentez ve Saflastirma Yontemleri

Doktora tezi kapsaminda 2-(4-siibstitiiefenil)-N-(3/4-siibstitiiefenil)-1H-
benzimidazol-5-karboksamid (la-1) ve N'-(4-stibstitiiefenil)-2-(4-stibstitiiefenil)-1H-
benzimidazole-5-karbohidrazid (2a-h) tiirevlerinin sentezleri degisik sentez

yontemleri kullanilarak gergeklestirilmis ve bu bilesikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesikler.

H
N
H />—< >—R

2

(o]

Ri R Rs Rs | Re
la H -Cl H 2a -NO; | -OH
1b -H -OCHs -H 2b -NO2 -OCHjs
1c -OH -Cl H 2c -Br -OCHjs
1d -OH -OCHs H 2d -Cl -OCHjs
le -OH -H -CFs 2e -Cl -CHs
1f -OCHs -OCHs -H 2f -Br -CHs
1g -OCHs -Cl -H 29 -Br -Br
1h -OCHs -OH -H
1i -OCHs -Br -H
1j -OCH; | -H -OCHs
1k -CHs -Cl -H
1l -CHs -OH -H
im -CHs -OCHa -H
1n -CHs -H -OCHs
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1o -Br -OCHs -H
1p -Br -H -NO2
1r -Br -Cl -H

2.2.1. Baslangic Maddelerinin Sentezi

2-(4-stibstitiie  fenil)-benzimidazol-5-karboksilik asit  tiirevi baslangig
maddelerinin sentezi i¢in uygun benzaldehit tiirevlerinin 30 mmol’ii 100 ml etanolde
¢Ozililmiistiir. Baska bir beherde 3,2 gram (30 mmol) sodyum metabistilfit 10 ml distile
su i¢ginde ¢Oziilmiis ve etanol icerisindeki benzaldehide yavas yavas eklenmistir.
Reaksiyon karigim 20-30 dk kuvvetlice karistirildiktan sonra ¢okmesi i¢in birkag saat
buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra olusan ¢okelek siiziilmiis ve kurutulmustur
(%90’dan fazla verim). Elde edilen bu sodyum metabisiilfit tuzlarinin 2 mmolii ile 2
mmol 3,4-diamino benzoik asit 5 ml DMF igerisinde 130 °C’de 4 saat geri ¢eviren dik
sogutucu altinda karistirildi. Siire bitiminde reaksiyon karigimi sogutulmus, suya
dokiilerek ¢oktirilmiis ve olusan ¢oOkelek siiziilerek 2-(4-siibstitiie fenil)-

benzimidazol-5-karboksilik asit tiirevlerine ulasilmistir.

OH NH, N
CHO CH DMF >_QR
Na,S,0 /
/@/ 25205 Q/ SO3Na + HO\HQ:NHz — HO\[(©:N
R R o) o)

Sekil 2.1. 2-(4-siibstitiie fenil)-benzimidazol-5-karboksilik tiirevlerinin sentezi semasi.
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2.2.2. Elde Edilen 2-(4-Siibstitiiefenil)-N-(3/4-siibstitiiefenil)- 1H-
benzo[d]imidazol-5-karboksamid  Tiirevi  Bilesiklerinin  Sentezi,

Reaksiyon Denklemleri ve Saflastirma Yontemleri

Sonug {irlinlerin sentezi i¢in elde edilen 2-(4-siibstitiiefenil)-benzimidazol-5-
karboksilik asit tiirevlerinin 1 mmol’ii 8 ml tiyonil kloriir icerisinde geri ¢eviren
sogutucu altinda 80 °C’de 6 saat siire ile manyetik karistiricida isitilmistir. Siire
bitiminde reaksiyon ortamindan tiyonilkloriir benzen ilavesi ile indirgenmis basing
altinda rotarievaporatérde ugurularak 2-(4-siibstitiiefenil)-benzimidazol-5-karboksilik
asitlerinin agil kloriir tiirevlerine gecilmistir. Bu tiirevlerin 10 ml anhidr dietileter
icinde ¢oziilerek elde edilen ¢ozeltisi buz banyosunda sogutulan 4-siibsititiie anilin (1
mmol), sodyum bikarbonat (2 mmol), eter (10 ml) ve su (10 ml) dan olusan karigim
iizerine damla damla ilave edilmistir. Karisim bir gece buz banyosunda karistirildiktan
sonra siiziilerek sirasiyla su, 2N HCI, su ve eter ile yikanmistir. Elde edilen ¢okelek
daha sonra etanol icerisinde ¢Oziilerek, daha sonra aktif komiir ile muamele edilmistir.

Bilesik etanolden kristallendirildikten sonra vakum etiiviinde kurutulmustur.

H
N N
R SOCI />—< >*R + SO, + HCI
HO N/: i j 2 N
A
0 (0]

H
N
Rl Y@[ NaHCO3/su/eter /
> < > N

Sekil 2.2. 2-(4-Siibstitiiefenil )-N-(3/4-stibstitiiefenil)-1H-benzo[d]imidazol-5-karboksamid tiirevlerinin sentez

semasi.
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2.2.3. Elde Edilen N'-(4-siibstitiiefenil)-2-(4-siibstitiiefenil)- 1H-benzimidazole-5-
karbohidrazid Tiirevi Bilesiklerinin Sentezi, Reaksiyon Denklemleri ve

Saflastirma Yontemleri

N'-(4-siibstitiiefenil)-2-(4-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazole-5-karbohidrazid
tirevi bilesiklerin sentezi igin Oncelikle 2-(4-siibstitiie fenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit tirevlerinin ve agil Kklorilirlerinin  sentezi ayni sekilde
gerceklestirilmistir.  N'-(4-siibstitiiefenil)-2-(4-siibstitiiefenil)-1H-benzimidazole-5-
karbohidrazid tiirevlerine gegmek icin elde edilen 2-(4-siibstitiic fenil)-1H-
benzimidazol-5-karboksilik asit agil kloriirlerin 10 ml anhidr dietileter iginde
¢oziilerek elde edilen ¢6zeltisi buz banyosunda sogutulan 4-siibsititiie hidrazin (1
mmol), sodyum bikarbonat (2 mmol), eter (10 ml) ve su (10 ml) dan olusan karigim
iizerine damla damla ilave edilmistir. Karisim bir gece buz banyosunda karistirildiktan
sonra siiziilerek sirasiyla su, 2N HCI, su ve eter ile yikanmistir. Elde edilen ¢okelek
daha sonra etanol icerisinde ¢Oziilerek, daha sonra aktif komiir ile muamele edilmistir.

Bilesik etanolden kristallendirildikten sonra vakum etiiviinde kurutulmustur.

Ny N
>—< )R socl )—@R + SO, + Hcl
A
0 @)
H Ry
R, N o NaHCOgsueter \©\ H\H/@[
/>—< >— — N
\©\N,NH2+ cl N 0°C H 5
H @)

Sekil 2.3. N'-(4-siibstitiiefenil)-2-(4-stibstitliefenil)-1H-benzimidazole-5-karbohidrazid tiirevlerinin sentez semast.

H
N
/ R
N

Sentez caligmalar1 sirasinda, reaksiyonu izlemek ve iiriiniin safligin1 kontrol etmek

amaciyla ITK uygulamasinda yararlanilan solvan sistemleri asagida verilmistir:

ITK uygulamasinda

S1= Kloroform : Metanol (10:1)
S>= Kloroform : Metanol (20:1)
S3= Kloroform : Metanol (30:1)
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2.3. Elde Edilen Bilesiklerin Yap1 Analiz Yontemleri

2.3.1. Sentezlenen Bilesiklerin 'H-NMR Spektral Analizleri*

Sentezlenen bilesikler l¢oziiniirliiklerine gore dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-0s)
veya CDCl; kullamilarak ¢oziiliip *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlar1 alinmistir. Bazi
bilesikler i¢in COSY ve NOESY spektrumlar1 da alinmistir. Bu ¢oziiciiler % 100
doterolanmis olmayip, % 98-99,8 oranindan doteryum igerdiginden spektrumlarda
coziiclilerin doterolanmamis formlarmin da pikleri mevcuttur. Spektrumlardaki 2,25-
2,35 ppm’de goézlenen pik ¢oziicl igindeki doterolanmamis DMSO’den, 3,35-3,60
ppm’de gozlenen pik DMSO-ds igindeki sudan kaynaklanmaktadir.

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

2.3.2. Sentezlenen Bilesiklerin Kiitle Spektral Analizleri*

Sentezlenen bilesiklere Elektrosprey iyonizasyonu (ESI) yontemi uygulanarak
Kiitle spektral analizleri alinmistir. Bu yontem ile tiim bilesikler iyonize olmustur.
Baz1 bilesiklerde molekiiler iyon (M™) piki gozlenirken, ¢ogu bilesikte de M*+H piki
gbzlenmistir. Klor tastyan bilesiklerde, izotoplarmin bagil bolluklart 3:1 oraninda
M*+H+2 pikleri seklinde gbzlenmistir. Brom tasiyan bilesiklerde, izotoplarinin bagil
bolluklar1 1:1 oraninda M*+H+2 pikleri seklinde gozlenmistir.

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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2.3.3. Sentezlenen Bilesiklerin Elementel Analizleri*

Sentezlenen bilesiklerin elementel analizleri yapilmig ve bilesiklerin icerdigi C,
H, N ve S elementlerinin yiizde miktarlar1 bulunmus, bu bulgular teorik hesaplamalarla
karsilastirilarak bilesiklerin saflig1 ve igerdikleri su miktarlar1 belirlenmistir. Incelenen

bilesiklerdeki C, H, N ve S elementlerinin miktar1 %o +4 sinirlar1 iginde bulunmustur.

2.3.4. Erime Noktasi Tayinleri

Erime noktasi tayini, Blichi B-540 kapiller erime noktasi cithazi ile yapilmis ve

sonuglar diizeltilmeden verilmistir.

2.4. Elde Edilen Bilesiklerin Sitotoksik Etki Tayini Yontemleri**

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen molekiillerin, A549 (akciger), MCF-7
(meme), PC-3 (prostat), HCT-116 (kolon), HT-29 (kolon), HeLa (serviks), K562
(kronik miyeloid 16semi), Raji (akut lenfoblastik 16semi) kanser hiicre hatlar1
tizerindeki antikanserojenik etkileri MTT yontemi kullanilarak test edildi. MTT (3-
[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromid), hiicre proliferasyonunu,
hiicre canliligmi ve sitotoksisiteyi 6lgmede kullanilan kantitatif bir yontemdir. Bu
yontem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen tetrazolium
tuzlarmm indirgenmesine dayanmaktadir. Tetrazolyum tuzlart (MTT, XTT, WST-1),
genelde substrat olarak renksiz, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu renkli
tirtinler veren maddelerdir. MTT bu amagla kullanilan bir tetrazolyum tuzudur, ve
substrat olarak sar1 renkte olmasmna ragmen canli hiicrelerin mitokondrilerinde
sliksinat-dehidrogenaz (SDH) enzimine spesifik olarak baglandiginda suda

¢oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlar1 olusturur. Canli ve mitokondriyal

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. **Marmara
Universitesi Biyokimya Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir.
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fonksiyonlart bozulmamis hiicreler bu iiriinii olustururken, 6lii ve mitokondriyal
fonksiyonu bozulmus hiicreler mavi-mor renkli formazan {iriiniinii olusturmaz.
Formazan tuzlari, DMSO, izopropanol gibi organik solventlerde kolayca ¢oziinirler.
Solventte ¢odziinen materyalin optik dansitesi spektrofotometrik olarak oSlgiliir.
Boylece, hiicre canliligindaki degisim formazan miktarinda da degisime neden olur ve
spektrofotometrik olarak elde edilen deger, %100 canlilig1 gosteren deger ile

kiyaslanarak test maddesinin sitoksisitesi belirlenir.

Yukarida sayilan kanser hiicre hatlarinda Beekman ve arkadaslarinin kullandig1
metod modifiye edilerek sentezlenen molekiillerin anti-kanserojenik etkisi

arastirtlmistir (Beekman, Barentsen ve ark., 1997).

2.4.1. MTT Testi Protokolii ve MTT c¢ozeltisinin hazirlanisi

Calismada kullanilacak yontem icin ticari olarak satmn alman kit kullanildi. Paket
icerisinde bulunan 5 mg MTT boyasi, 1 mL steril fosfat tamponu (PBS) i¢inde
¢oOziildiikten sonra iyice vortekslendi ve ¢oziinmeyen kisimlar santrifiijlenerek tistteki

sivi steril bir ependorfa alind1.

2.4.2. 96 Kuyucuklu Mikroplakalarda Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Yukarida belirttigimiz insan kanser hiicre serileri oncelikle sayimi yapilarak
kuyucuk bagma 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi.
Kuyucuklara ekilen hiicreler inkiibatore kaldirilarak 24 saat siiresince inkiibe edildi.
24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelere, 10 1M konsantrasyonda hazirlanan sentez

bilesikler eklendi ve tekrar inkiibatore kaldirilda.

67



2.4.3.MTT Deneyinin Yapihsi

48 saat sonunda inkiibatdrden ¢ikarilan kuyucuklardaki hiicre besiyeri pipetle
cekilip atildi. Kuyucuklara 200 pl PBS eklenerek kuyucuklarm iyice temizlenmesi
saglandi. PBS ¢ekilerek taze hazirlanan hiicre besiyerinden 100 pl biitiin kuyucuklara
dagitildi. Daha sonra her bir kuyucuga 10uL MTT soliisyonu eklenerek 4 saat siire
boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. 4 saatlik siirenin sonunda kuyucuklara 100 pl
sodyum dodesil siilfat (SDS) eklenerek MTT ile olusan formazon kristallerini ¢6zmek
icin 12 saat boyunca 37°C’de CO: inkiibatdriinde inkiibe edildi. Kiiltlir plag:
mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda
okutuldu. Higbir madde eklenmeyen kontrol kiiltiirlerinden elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alinarak bu deger % 100 kabul edildi. Sentez molekiil iceren
kiiltiirlerden elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve
hiicrelerin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi. Bu deneyler en az 3 tekrarh olarak

yapild1.

25. FElde Edilen Bilesiklerin Topoizomeraz Il Enzimi Uzerinden

Gerceklestirilen Molekiiler Modelleme Cahsmalari

2.5.1. Topoizomeraz lla ve p Enzimleri ile Yapilan Molekiiler Doking

Cahsmalan

Doktora tezi kapsaminda sentezlenmis olan bilesiklerin etkilerinin
topoizomeraz II enzimi TUzerinden olabilirligini degerlendirmek {izere yapilan
molekiiler doking caligmalarinda referans ligand olarak etoposit tasiyan human
topoizomeraz 1o (pdb:5GWK) (Wang, Chen ve ark., 2017) ve B (pdb:3QX3) (Wu, Li
ve ark., 2011) Protein Data Bank (PDB) alinarak kullanilmistir. Enzimin iki izoformu

arasinda insan topo lla igin segici olan bilesiklerin gelistirilmesi topo IIf enziminin
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inhibisyonundan kaynaklanan yan etkilere bagli olarak tercih edilir. Son yillarda
yapilan caligmalarla, segici topo Ila inhibitdrleri gelistirmeye calisiimaktadir. Bu
nedenle, doktora tezi kapsaminda doking calismalari her iki izoform iizerinden
gerceklestirilip topo Ila’ya secgici olarak etkinlik gosterecek tiirevler tespit edilmeye
calistimistir. Ozellikle baglanma ceplerinde, iki izoform arasindaki yiiksek aminoasit
dizi benzerligi nedeniyle genellikle segici bilesikler DNA boliinme yoresinden baska
yere baglanacak sekilde tasarlanmaya c¢alisilmistir. Bununla birlikte, yakin zamanda
¢oziilmiis topo Ila-DNA kompleks yapist (Wang, Chen ve ark., 2017), topo lla segici
inhibitorlerinin  topo Ila  kalntilar1  Met762 ve Ser800U hedefleyerek
tasarlanabilecegini ortaya koymustur. Oncelikle, secici topo Ilo. baglanmasmin
potansiyel olarak elde edilip edilemeyecegini arastirmak i¢in, baglanma bolgelerindeki
a- ve B-izoform aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi incelenmistir (Sekil 2.4) (Drwal,
Marinello ve ark., 2014).

TopZB 476 500 520 555 760
TEGDSAKS .. FPLRGKIL .. NAEINN .. MTDQDQDGSHI .. VA ..
TEGDSAKT .. FPLRGKIL .. NAEINN .. MTDQDQDGSHI .. VA ..
Top2Rh 460 484 504 539 744
TOP2B 775 806 813
HGEQALMMTIVN .. F .. GKDAASPRYI
HGEMSLMMTIIN .. F .. GEKDSASPRYI
TOPZA 759 T90 797

Sekil 2.4. Topo Ila ve topo IIf'nin baglanma yoresi kalintilarimin sekans analizi. Etopozide yakin olan kalintilar
secilip korunmayan kalintilar gri renkle vurgulanmustir.

Analiz, topo Ila ve topo IIf 'nin baglanma bolgesi kalintilarinin, %91.4'lik bir
sekans benzerligi ile yliksek homolojiyi paylastigini ortaya ¢ikarmistir. Baglanma cep
kalintilarmin sadece besi iki izoform arasinda korunmamaktadir: Thr468/ Ser483,
Met762 / GIn778, Ser763 / Ala779, 11e769 / Val785 ve Ser800 / Ala816 (a / B
izoformu). Treonin ve serin benzer aminoasitlerdir, izolosin ve valin de ayn
benzerliktedir. Bu nedenle, bu kalmtilarin segici inhibitorlerin gelistirilmesi i¢in
onemli olmayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, metiyonin ve glutamin ¢ok
farkli kimyasal 6zelliklere sahiptir - biri hidrofobik, digeri ise polar bir amino asittir.
Buna ek olarak, serin ve alanin serinin de potansiyel bir hidrojen bag dondrii olmasi
sebebiyle farklilanirlar. Daha 6nce yapilmis doking ¢alismalarindan elde edilen topo

[To. modelindeki etopozid docking pozu, Ser763 ve Met762'nin etopozide ¢ok yakin
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bir yerde bulundugunu ve dolayisiyla yeni inhibitérler tarafindan hedef
alinabilecegini, ancak Ser800 kalintisinin bir topo Ila zehiri tarafindan hedeflenmek
icin DNA boliinme bdlgesinden ¢ok uzak oldugu gostermistir (Sekil 2.5) (Drwal,
Marinello ve ark., 2014).

-

) »

Ser800/Ala816

7/

L'
3

Ser763/Ala779 \ : —
[ ) 4

Sekil 2.5. Topo Ila'ya karst selektif molekiiller tarafindan hedeflenebilecek muhtemel kalintilar. Top2a homoloji
model (koyu turkuaz) ve Top2b kristal yapisinin (agik mavi) siiperimpozisyonu (iist iiste ¢akistirilmast). Etopozidin
topo IIB i¢inde pozu beyaz ¢ubuk seklinde gosterilmistir.

Wendorff ve ark., 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada iki izoformun karsilastirmasi,
topo lla ve topo IIf arasinda daha iyi ayrim yapmak i¢in etopozidin modifiye
edilebilecegi birkag olasi yol Onermislerdir. Molekiiliin lakton kismma farkl
stibstitiisyonlarin eklenmesiyle, elde edilen etopozid analogunun (tenipozid) in vitro
olarak topo IIf ile karsilastirildiginda topo Ila’ya karst dort kat daha biiyiik bir
inhibitor etki gosterdigi bilinmektedir. Calismada, bdyle bir yaklasimin molekiiler
modelleme i¢in kullanilabilecegini bildirilip, tenipozidin, etopozid glikozidik C-
halkasi lizerinde bulunan metil grubu yerine tasidigi tiyenil kiikiirdiintin Ser800 ile van
der waals bagi ile etkilesebilecegini one siirmiislerdir (Wendorff, Schmidt ve ark.,
2012).

Wu ve ark. ise, topo IIP ile gergeklestirdikleri kristallografi ¢aligmasinda her

ne kadar ilagla temas eden kalintilar izoformlar arasinda yiiksek oranda korunsa da, bu
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kalintilardan biri olan GIn778'in a izoformda metiyonin (M762) ile degistirildigini
belirtmigler ve kalint1 polaritesinde boyle bir degisikligin yeni seg¢ici antikanser
ilaglarmin gelistirilmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir (Sekil 2.6) (Wu, Li ve
ark., 2011).

©» human TOP2A @human TOP2B

etoposide  R487/50
glycosidic \

Sekil 2.6. Topo Ila ve topo IIf'nin konformasyonlarmin st list cakistirilarak gosterimi (solda).

Tenipozidin tiyenil grubu ile Ser800 kalintisina yaklasmasi (sagda).

Tim bu bilgiler 15181nda, tez kapsaminda gergeklestirilen doking ¢alismasi ile
topo lla-secici molekiiller belirlenmeye calisilmistir. Doking isleminden once,
enzimlerin ve doking yapilacak tiim molekiillerin minimizasyon c¢aligsmalari

gergeklestirilmistir.

2.5.1.1. Proteinlerin hazirlanmasi:

Protein Veri Bankas1 (PDB)’ndan alinan 5GWK ve 3QX83 kodlu kristal yapilar
CHARMM minimizasyon algoritmalarindan Adopted Basis Newton Raphson
(ABNR) yontemi kullanilarak minimize edilmistir. Ligandlarin konumlandig: aktif
bolgeler tespit edilerek doking isleminin gerceklestigi kiire seklindeki alanin
koordinatlar1 ve ¢ap1 (Sekil 2.7) belirlenmistir.
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Kiirenin koordinatlari: 24,37 -38,55 -59,88 33,84 95,86 50,72
Kiirenin ¢apa: 10,50 10,60

Sekil 2.7. SGWK ve 3QX3 enzimlerinde belirlenen kiire seklindeki alanlarin koordinatlart ve ¢api.

2.5.1.2. Doking isleminin validasyonu:

Doking isleminin valide edilebilmesi i¢in Oncelikle kristal yapilarin i¢inde
bulunan ligandlar ile bir kontrol doking calismasi gerceklestirilmistir. Doking
islemleri Discovery Studio arayiiziinden ulasilarak GOLD (Genetic Optimisation for
Ligand Docking) doking metodu ile gergeklestirilmistir. Etopozid-topo lla-DNA ve
Etopozid-topo I1B-DNA komplekslerinin kristal yapist Protein Data Bank’tan (PDB)
alinmistir (PDB kodu: SGWK ve 3QX3). Protein yapisina hidrojen atomlar1 eklenip,
su molekiilleri ve ligandlar silindikten sonra protein ABNR algoritmasi kullanilarak
minimize edilmistir. Baglanma ydresi PDB bulunan kayitlar referans alinarak
secilmistir. Baglanma yoresi kalmtilar1 doking siireci boyunca hareketli tutulmustur.
GOLD, proteinin kismi esnekligi ile tiim ligand konformasyonel esnekligini
arastrmak i¢cin bir genetik algoritma kullanan otomatiklestirilmis bir ligand

yerlestirme programudir (Jones, Willett ve ark., 1997). Standart sanal doking
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caligmalar1 reseptorii rijid olarak ele alir, fakat gergcekte bir¢cok reseptor baglanma
yoresini ligandin sekline ve baglanma stiline uymak iizere degistirmektedir. Bu durum
genellikle indiiklenmis uyum olarak adlandirilir (Sherman, Day ve ark., 2006). Doking
calismasinda bu ortamu yaratabilmek i¢in bu metot tercih edilmis ve aktif yore
kalintilar1 hareketli tutulmustur. Elde edilen pozlar proteinlerin X-ray kristalografisi
icinde bulunan ligandlarla iist iiste ¢akistirilarak RMSD (root-mean-square deviation)
degerleri hesaplanmistir. Ligandlarin en uygun konformasyonuyla X isinlari
kristalografisi arasindaki farkliligi ifade eden RMSD 2 A%nin altinda bulunarak
literatiire uyumlu sonuglar elde edilmistir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Referans ligandlar (mor) ve doking sonucu elde edilen konformasyonlarin {ist iiste cakistirilmig
goriintiisii. A. Topo llo icin (SGWK) RMSD=0.58 A (agir atomlar hesaplanarak) B. Topo IIp i¢in(3QX3)
RMSD=0.68 A (agir atomlar hesaplanarak)

Yontem dogrulandiktan sonra, enzim-DNA kompleksinin aktif yoresi ile
baglanma etkilesimlerini incelemek i¢in ayni doking prosediirii tim sentezlenmis
ligandlara uygulanmustir. Her bir bilesik i¢in en biiyiikk kiimelenmenin en iyi pozu
se¢ilmistir. En yiiksek uyum skoruna sahip olan ilk poz, genellikle en biiyiik kiimede
yer almigtir ancak ilk doking pozunun en biiyiik kiimede yer almadig: durumlarda, en
biiyiik kiimelenmede en yiiksek puan alan pozlama da incelenmistir. Doking islemi
sonrasinda, sonuglar1 diizenlemek i¢in bilesiklerin se¢ilen pozlar1 3 adimda minimize

edilmistir;

1) Protein ve ligand tizerindeki diger tiim atomlara hareket kisitlilig1 getirilerek

hidrojen atomlarinin minimizasyonu;.
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2) Protein omurgasi sabit tutulurken protein yan zincirlerinin ve ligand
atomlariin minimizasyonu
3) Ligand ve 5 A etrafindaki tiim kalmntilarin minimizasyonu (proteinin geri

kalan tiim kisimlar1 sabit tutularak)

2.5.2. Farmakofor Modelleme Calismalar

Doktora tezi kapsaminda sentezlenmis olan bilesiklerin etkilerinin
topoizomeraz II enzimi iizerinden olabilirligini degerlendirmek tizere farmakofor
modelleme ¢alismalar1 da yiriitiilmiistiir. Bu amacla, farmakofor model olusturmak
lizere topoizomeraz Il enzimi {izerine etkin oldugu bilinen benzazol yapisina sahip

bilesikler (bilesik 1a, 3¢ ve 3f) kullanilmistir (Pinar, Yurdakul ve ark., 2004).

O/
H
OyN 0 N S@
L %2 ) W/Q
/ -
N
0 "
la
L O
(0
N
if

Sekil 2.9. Farmakofor model 1 igin kullanilan galisma serisi.

Farmakofor hipotezinin olusturulmas1 i¢cin ¢aligmalar LigandScout 4.2
programinda (Wolber ve Langer, 2005) yiiriitiilmiis ve ligand tabanli farmakofor
olusturma yontemi segilmistir. Calisma setindeki bilesiklerin hepsi aktif olarak
isaretlendikten sonra hidrojen bagi alicisi (HBA), hidrojen bagi vericisi (HBD),
hidrofobiklik, aromatik halka, pozitif ve negatif iyonize olabilme olma o6zellikleri
se¢ilmis ve sonugta elde edilen 10 hipotezden 1 numarali hipotez farmakofor modeli

1 olarak uygun bulunmustur (Sekil 2.10).
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Hidrofobik

o0

Aromatik Halka

Hidrojen Bag1
Alicis

Sekil 2.10. HipHop calismasi sonucu uygun bulunan farmakofor model 1 (solda) ve farmakofor modelde yer alan
ozelliklerin birbirinden uzaklikliklar (sagda). Aromatk halka 6zelligi lacivert, hidrofobik zellik sar1 ve hidrojen

bag alic1 6zelligi kirmizi ile gosterilmistir.

Calisma setindeki bilesiklerin elde edilen farmakofor modele uyum degerleri

ve haritalandirilmalar ¢izelge 2.2 ve sekil 2.10°da gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Farmakofor model 1 ¢alismasinda kullanilan ve elde edilen degerler

Sekil 2.11. Calisma setindeki bilesiklerin farmakofor model 1 ile iki boyutlu (solda) ve 3 boyutlu olarak (sagda)

R §

AR

haritalanmasi. 1a bilegigi sar renk ile, 3¢ bilesigi yesil ve 3f bilesigi kirmiz1 renkle gosterilmistir.

Bilesikler | Uyum Degeri | Aromatik Halka 1 Aromatik Halka 2 Hidrofobik HBA
la 48.40 1 1 1 1
3c 48.07 1 1 1 1
3f 48.54 1 1 1 1
W 3 1a N 3
He
= H % /
o




3. BULGULAR

3.1. Elde Edilen Bilesiklerin Sentez ve Analiz Bulgular

3.1.1. 2-fenil-N-(4-klorofenil)- 1H-benzimidazol-5-karboksamid (1a)

H
N

Cl

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(fenilymetansulfonik asit
sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,36 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %57,1
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,238 gram 2-(4-
hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI; ile reaksiyonundan
elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,127 g p-
Kloroanilin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 19,0
verimle 0,066 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 255-256°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); & ppm: 7.39 (d, 2H, J,=7.2 Hz, H-3", 5”), 7.54-
7.60 (m, 3H, H-3", 4, 5°), 7.71 (d, 1H, J,=8 Hz, H-7), 7.83-7.89 (m, 3H, H-2”, 6”, 6),
8.22 (d, 2H, J,=8 Hz, 27, 6), 8.27 (s, 1H, H-4), 10.41 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 114.32, 115.26, 121.85, 122.69, 126.92, 127.07,
128.48, 128.84, 129.06, 129.13, 130.78, 138.41, 153.03, 165.86.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 348.5 (M*+H) (%100), 350.5 (M*+H+2) (%75)
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Elemental Analiz= C2H14CIN30. 1,25 H20. 0,25HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 63.30 4.44 11.07
Bulunan : 63.33 455 11.04

0Oz1-1a 522 (5.263) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES*
348.52 1.34e8
100-
350.55
=
1 351.62
‘ ,
| 25T 39287 695.90 1129.07 1230.67
5 Ly 22941 | 41173 54313 e7261_ | 72111 88917 991.261067.36 1¥UI 125V 1393.56.
] t or i et ettty T T ? T ! ! T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Sekil 3.1. 1a Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
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0zl-1a

Sample Name:
ozl-1a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vanrl /vomrsys/data
Sample directory:
0z1-la_20181013_01
PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso

Data collacted om: Oct 13 2018

Temp. 25.0 C / 2
Operator: vomrl

K

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
& repetiticns
OBSERVE Hl, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

L

Sekil 3.2. 1a Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.

ozl-la

Sample Name:
Ozl-la
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vomrays/data
Sample directory:
©0z1-1a_20181013_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected om: Oct’ 13 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz
256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243735 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB
continuously en
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 40 min ‘

S

I

Agilent Technologies

L e L o L L I o

i e . St

T T

Agilent Technologies

L

T T

220 200 180 160 140 120

Sekil 3.3. 1a Bilesiginin **C-NMR Spektrumu.

100 80 60 40

L L I I B R I B I i

20

0 ppm
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3.1.2. 2-fenil-N-(4-metoksifenil)- 1H-benzimidazol-5-karboksamid (1b)

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(fenilymetansulfonik asit
sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,36 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %57,1
verimle elde edildi. Sentez igleminin ikinci basamaginda 0,238 gram 2-(4-
hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI> ile reaksiyonundan
elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,127 g p-kloro
anilin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 12,2 verimle
0,042 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 282-284°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); 8 ppm: 3.73 (s, 3H, -CHs), 6.92 (d, 2H, J,=7.2
Hz, H-3”,5), 7.69-7.72 (m, 5H, H-2, 6, 3°, 4, 5), 7.89 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 8.10
(dd, 1H, J,=8.4, Jn=1.6, H-6), 8.37-8.43 (m, 3H, H-4, 2°, 6°), 10.43 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.16, 133.72, 113.78, 113.92, 122.14, 123.94, 125.02,
128.16, 129.53, 132.13, 132.70, 133.15, 134.74, 150.75, 155.62, 164.34.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 344.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C21H17N30. 1H,0. 0,5HC|. 0,25 C,HgO

%C %H %N
Hesaplanan 65.46 4.82 11.17
Bulunan : 65.72 5.03 10.97
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|0z1-2a 542 (5.465) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 344.59

%

345.67

\,
101.64
| 167.15 2o
" o

346.39

4‘ 900.20

1: Scan ES+’
1.34e8

687.95 '

clh t '\‘[‘1‘ T

100 200 300 400

/
| .384.32 535{.5

500

600

A
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800
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710.19 105347 112621 199047 1387.78
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700
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Sekil 3.4. 1b Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z1-2a

Sample Name:
0z1-2a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vnnrsys/data
Sample directory:
oz1-2a_20181016_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 16 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

|

|

Agilent Technologies

|

R T e e 22 i e

13 12 11 10

9

S i U [ o [ U e T

2]
8 7 6 5 4 3 2 1 0

L s (L U B

-1 ppm

Sekil 3.5. 1b Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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0z1-2a

Sample Name:
0zZl-2a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/bome/vamr1/vamrsys/data

Sample directory:
0Z1-2a_20181016_01

Fidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Oct 16 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243766 Mz
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 40 min

|

L
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Sekil 3.6. 1b Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.
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3.1.3. N-(4-klorofenil)-2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1c)

H
N
: OO
jonas
Cl

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(4-
hidroksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,68 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %66,1 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,254
gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,127 g p-kloro anilin kullanildi ve elde edilen ham tiriin etanolden kristallendirildi.
% 34,5 verimle 0,125 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 274-277°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); & ppm: 7.07 (d, 2H, Jo=8.8 Hz, H-3", 5), 7.41 (d,
2H, J,=8.8 Hz, H-3", 5”), 7.84 (d, 3H, H-7, 27, 6), 8.06 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-6), 8.21
(d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2’, 6°), 8.31 (s, 1H, H-4), 10.63 (s, 1H, amid N-H)

BC-NMR ppm (CDsOD-d4): 113.28, 113.45, 116.45, 121.98, 125.01, 127.34,
128.46, 130.47, 131.55, 131.86, 134.17, 138.03, 151.03, 162.52, 164.79.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 364.5 (M*+H) (%100), 366.5 (M*+H+2) (%50)

Elemental Analiz= CyH14CIN30s. 1,5H-0. 0,5HC|. 0,25 C,HgO

%C YoH YoN
Hesaplanan: 58,5 4,55 9,99
Bulunan: 58,3 4,81 9,66
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?sﬁ S : n( 4.5 ) 6.83e7

364.2 |

363.9

%

366.5
/

363.2

o

1256 _
367.9 879.0

(1261 21493615 | 4482 g5 6548 “7488 1 9316 10606 1092011708 L i el sl

Olull. m ookt LL‘L o r-shchbopobs g Jhody bl : ‘Yx ra miz

200 | 300 400 500 600 700 800 ' 900 1000 1100 - 1200 7300 1400

Sekil 3.7. 1c Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z2-1a

Sample Name: Agilent Technologies
0z2-1a

Data Collected on:
morcury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
0z2-1a_20170722_01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 22 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

64 repetitions

OBSERVE  HL, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 3 min 54 sec
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Sekil 3.8. 1c Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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0z2-1a

Sample Name:
0z2-1a
Data Collected on:
mercury400-mercury4 00
Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data
Sample directory:
0z2-1a_20181103_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected oh: Nov 3 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acg. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
1256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243812
DECOUPLE H1, 400.1779555
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 55 min
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3.1.4. N-(4-metoksifenil)-2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid

(1d)
~N

@)
@]

ZT

Z

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(4-
hidroksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,68 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %66,1 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,254
gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,123 g p-anisidin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. %
35,6 verimle 0,131 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 300-302°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); 8 ppm: 3.74 (s, 3H, -CHa), 6.94 (d, 2H, J,=8.8
Hz, H-3’, 5%), 7.09 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3”, 5”), 7.70 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2", 6”),
7.85 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 8.09 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, J»=1.6, H-6), 8.29 (d, 2H, J,=8.8
Hz, H-2, 6°), 8.32 (s, 1H, H-4), 10.43 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.19, 113.25, 113.30, 113.41, 113.74, 116.52, 122.18,
124.99, 130.53, 131.81, 132.09, 132.11, 133.92, 150.91, 155.65, 162.59, 164.30.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 360.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C21H17N30s. 1,5H,0. 0,5HC|. 0,25 C,HgO

%C %H %N
Hesaplanan : 56.00 541 911
Bulunan : 56.28 5.61 9.43
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OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Sekil 3.10. 1d Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

Sample Name: - Agilent Technologies
0%2-2a o
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home /vrmr1/vnmrsys/data
Bample directory:
0Z2-2a_20180709_01
FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul $ 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K

Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

8 repetitions

1l & L]
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Sekil 3.11. 1d Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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0%2-2a

Sample Name:
0z22-2a
Data Collected ont
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmr1 /vamrsys/data
Sample directory:
0%3-2a_20180709_01
Pidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected oni Jul 9 2018 E

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

192 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243762 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536
Total time 44 min

I 1”]

" 0,

Agilent Technologies

T

180

L 5 0 L L B LU L L I
160 140 120 100

Sekil 3.12. 1d Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.

L

80

5B [ T L ST R 5 L

60 40

e e e e ¢
20 0 ppm

87



3.1.5. N-(4-(triflorometil)fenil)-2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-

karboksamid (1e)
N

0]

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(4-hidroksifenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,68 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %66,1
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,254 gram 2-(4-
hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI> ile reaksiyonundan
elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,161 g 3-
triflorometil anilin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 34
verimle 0,129 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 320-321°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); 6 ppm: 7.05 (d, 2H, Jo=8.8, H-3", 5°), 7.46 (d,
1H, Jo=8 Hz, H-4”), 7.61 (t, 1H, H-57), 7.82 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 8.04 (dd, 1H,
Jo=8.8 Hz, Jm=1.2 Hz, H-6), 8.08 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-6”), 8.15 (d, 2H, J0=8.4 Hz,
H-2’, 6°), 8.30 (s, 1H, H-2"), 8.32 (s, 1H, H-4), 10.75-4 (s, 1H, N-H protonu) COSY
[6H/6H]: 7.46/7.61 [H-47/H-5"], 7.05/8.15 [H-2’,6°/H-3",5], 7.61/8.08 [H-5"/H-6"],
7.82/8.04 [H-7/H-6]

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 398.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C,1H17N303s. 1H20. 1,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 5251 3.82 9.19
Bulunan : 5241 410 8.95
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0Z2-3a 455 (4.588) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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Sekil 3.13. 1e Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
0z2-3a

Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vamr1/vomrsys/data
Sample directory:
0z2-3a_20181127_01
FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 27 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759700 MHz

l JlJLUL

PT size 32768
Total time 0 min 31 sec
o L A A et e B o LA B

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

T (L5 L

Sekil 3.14. le Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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0z2-3a

Sample Nanme:
0z2-3a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory:
02z2-3a_20181127_01
FPidrile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Név 27 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width  4868.5 Hz
2D Width 4868.5 Hz
4 repetitions
128 increments

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz

DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.026 sec

PT size 2048 x 2048

Total time 11 min

Agilent Technologies
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Sekil 3.15. 1e Bilesiginin *H-NMR/COSY Spektrumu.
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3.1.6.  N,2-bis(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1f)

o

(0]
@]

aWal

z_ZT

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,123 g p-anisidin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. %
31,70 verimle 0,117 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 276-280°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 3.73 (s, 3H, -CHs), 3.88 (s, 3H, -CHs),
6.92 (d, 2H, J,=7.2 Hz, H-3", 57), 7.25 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3’, 5°), 7.69 (d, 2H, J,=7.2
Hz, H-2”, 6”), 7.84 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 8.08 (dd, H, Jo=8.4 Hz, J»=1.2 Hz, H-6),
8.32 (d, 1H, Jn=1.2 Hz, H-4), 8,39 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2’, 6), 10.42 (s, 1H, N-H

protonu)

13C-NMR ppm (CD3OD-d4): 55.18, 55.82, 113.36, 113.46, 113.73, 115.15, 115.32,
122.17, 125.00, 130.33, 131.99, 132.10, 132.12, 134.09, 150.54, 155.64, 163.32,
164.27.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 374.3 (M*+H) (%100)
Elemental Analiz= C2,H19N303. 2H,0. 0,5HC|. 0,5 C2HgO

%C %H %N
Hesaplanan : 61,30 593 9,33
Bulunan : 60,87 6,01 942
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0OZ3-1a 226 (2.279) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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Sekil 3.16. 1f Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
o023-1a Y
Sample Name: i Agilent Technologies
0zZ3-1a
Data Collected om:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl /vomreys/data
Sample directory:
0Z3-1a_20170421_01
FidFile: P‘m_ﬂl
Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 21 2017
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE Hl, 400.1759761 MEz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec
S e e L L L LY [N L B L L L BB BN LN NLEL LRI BN B
7 6 5. 4 3 2 i I ] -1 ppm
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Sekil 3.17. 1f Bilesiginin "H-NMR Spektrumu.



0z3-1a

Sample Name:
0z3-1a
Data Collected on:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
0%3-1a_20170421_01
FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Apr 21 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
1080 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243749 Mz
DECOUPLE M1, 400.1779555 Mz
Power 38 4B
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536
Total time 1 hr, 6 min
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3.1.7. N-(4-klorofenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1g)

QY@ el

z_ZT

@)
Cl

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,127 g p-kloro anilin kullanild: ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi.
% 29,77 verimle 0,108 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 301-305°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 3.90 (s, 3H, -CHa), 7.26 (d, 2H, J,=8.4
Hz, H-3°,5%), 7.43 (d, 2H J,=8 Hz, H-3”, 57), 7.84-7.89 (m, 3H, H-7, 27, 6”), 8.08 (dd,
1H, Jo=8.8 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 8.35 (s, 1H, H-4), 8.39 (d, 2H, H-2’, 6°), 10.67 (s, 1H,
amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.65, 113.40, 113.76, 114.94, 116.19, 121.95, 124.55,
127.25, 128.34, 129.98, 131.13, 132.97, 135.22, 138.04, 150.99, 162.94, 164.86.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 378.3 (M*+H) (%100), 379.4 (M*+H+1) (%40)

Elemental Analiz= C21H16CIN30s. 1,5H-0. 0,5HC|. 0,25C2HgsO

%C %H %N
Hesaplanan : 59,50 4,88 9,68
Bulunan : 59,14 4,76 10,06

94



0Z3-2a 480 (4.840) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
"y 3783

378.8

%

379.4

377.5
N\

: ] 3774
' I 380.9

376.6}-381.3

376.1._4381.8

374.9

125.
/ 54‘185.3
/ "

| ok

L

755.1
575.2 658.8 860.4
so24 552 en7 30

964.1
ks

11546 1219.9
A 7

1: Scan ES+
1.07e8

\ 200 300 400 500 600 700

800 900 1000

Sekil 3.19. 1g Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z3-2a

Sample Name:
0z3-2a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vanrsys/data
Sample directory:
023-2a_20170414_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 14 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759639 MHz
DATA PROCESSING

T size 32768

Total time 0 min 31 sec
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on3-2a

Sample Name:
0%3-2a

Data Collected on:
mexcury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vomrsys/data

Sample directory:
023-2a_20170414_01

PidFile: CARBON_02

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 14 2017

Temp. 40.0 C / 313.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degr:
Acq. time 1.550
Width 21141.6 Hz
1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243872 Mz
400.1779555 MHz

continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536

Total time 44 min
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3.1.8.  N-(4-hidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-

karboksamid (1h)
H
IO :

O

z._ZT

/
>_< >*O
HO

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,109 g p-amino fenol kullanildi ve elde edilen ham firiin etanolden kristallendirildi.
% 49,0 verimle 0,175 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 288-292°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); 8 ppm: 3.84 (s, 3H, -CHs), 6.75 (d, 2H, J,=9.2
Hz, H-3”, 5”), 7.26 (d, 2H, J=8.4 Hz H-3’, 5°), 7.54 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2”, 6”), 7.84
(d, 1H, J,=8 Hz, H-7), 8.07 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-6), 8.31 (s, 1H, H-4), 8.37 (d, 2H,
30=8.4 Hz, H-2 ve 6), 10.31 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.91, 113.36, 114.98, 115.16, 115.45, 122.43, 124.93,
130.27, 130.54, 132.22, 134.14, 150.59, 153.86, 163.28, 164.14.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 360.3 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C1H17N30s. 2,25H,0. 0,5HC|. 0,25 C,HgO

%C %H %N
Hesaplanan : 60.11 551 9.78
Bulunan : 60.08 5.70 9.73
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|0Z3-3a 332 (3.348) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
360.

1: Scan ES+

- 0.3 1.34e8
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°\°A
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Sekil 3.22. 1h Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
0z3-3a
AA—— - Agilent Technologies
0z3-3a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Axchive directory:
/home/vomrl/vnmrsys/data
Sample directory:
023-3a_20170713_01
FidFile: PROTON 01.11
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 13 2017
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec
T T o A e B B
13 12 11l 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.23. 1h Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu.
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oz3-3a

Sample Name:
0z3-3a
Data Collected om:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmrl /vomrsys/data
Sample directory:
©z3-3a_20181108_01
PidPile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul
Solvent: dmso

Data collected on: Nov 8 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
1256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243762 Miz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Miz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 55 min

I I e
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Sekil 3.24. 1h Biles
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3.1.9. N-(4-bromofenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1i)

QY@ Vs

O

zZ 2T

Br

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,172 g p-bromoanilin kullanild1 ve elde edilen ham {iriin etanolden kristallendirildi.
% 36,30 verimle 0,149 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 310-313°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 3,83 (s, 3H, -CHa), 7.29 (d, 2H, J,=9.2
Hz, H-3°, 5%), 7.56 (d, 2H, Jo=8 Hz, H-3,5”), 7.82 (d, 2H, J,=6.8 Hz, H-2”, 6™), 7.87
(d, 1H, Jo=8.8 Hz, H-7), 8.08 (dd, 1H, J,=8.8, Hz, Jm=1.6 Hz, H-6), 8.34-8.37 (m, 3H,
H-4, 2, 6”), 10.65 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CD3s0D-d4): 55.71, 113.25, 113.61, 115.04, 115.37, 122.31, 124. 94,
130.21, 131.30, 131.47, 132.12, 134.43, 138.42, 163.19, 164.74, 150.68.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 422.5 (M*+H+) (%95), 424.6 (M*+H+2)
(96100)

Elemental Analiz= C21H16BrNz;O2. 1H20. 0,5 HCI
%C %H %N

Hesaplanan : 55.13 4.07 9.19
Bulunan : 5479 3.92 9.39
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Sekil 3.25. 1i Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0%3-4A

Sample Name:
023-42
Data Collected om:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomr1/vamrsys/data
Sample directory:
0Z3-4A_20170916_01
FidFile: PROTON 01

Y5 Agilent Tochnologies

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 16 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE  H1, 400.1759666 Mz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

| s

| LI L L B
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Sekil 3.26. 1i Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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Agilent Technologies

0z3-4a

Sample Name:
0z3-da

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sampla directory:
0z3-4a_20181119_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collacted on: Nov 'l$ 2018

Temp. 30.0 C / 303.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz
1512 repetiticns
OBSERVE C13, 100.6243862 MHz
DECOUPLE E1, 400.1779555 MHZ
Power 38 dB
continuocusly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr

A Loy L
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Sekil 3.27. 1i Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.
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3.1.10. N-(3-metoksifenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid
(1))

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,172 g p-bromoanilin kullanild1 ve elde edilen ham {iriin etanolden kristallendirildi.
% 39,14 verimle 0,146 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 201-205°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 3.15 (s, 3H, -CH3), 3.46 (s, 3H, -CHs),
6.65 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, Jn=2.4 Hz, H-4”), 7.13 (d, 2H, J,=9.2 Hz H-3", 5°), 7.23 (t,1H,
H-5"), 7.39 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, Jn=0.8 Hz, H-6"), 7.51 (m, 1H, H-2"), 7.65 (d, 1H,
Jo=8.4 Hz, H-7), 7.83 (dd, 1H, J,=8.0 Hz, J»=1.6 Hz, H-6), 8.15 (d,2H, J,=8.4 Hz, H-
2°, 6, 8.21 (s, 1H, H-4), 10.21 (s, 1H, amid N-H ) COSY [6H/5H]: 6.65/7.23 [H-
4”[H-5”], 7.13/8.15 [H-2’,6°’/H-3",5°], 7.23/7.39 [H-5"/H-6"], 7.65/7.83 [H-7/H-6]

13C-NMR ppm (CD3;OD-d4): 54.99, 55.41, 106.00, 108.92, 112.54, 114.53, 121.58,
122.20, 128.49, 128.86, 129.32, 140.68, 153.19, 159.43, 161.18, 165.89

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 374.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C2H19N303. 2H>0. 0,5 HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 61.82 550 9.83
Bulunan : 61.67 5.83 9.90
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Sekil 3.28. 1j Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z3-5a

Sample Name:
0z3-5a

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vnmr1/vamrsys/data

Sample directory:
0z3-5a_20181026_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 26 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE Hl, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

R o o i o o e B e

Agilent Technologies
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Sekil 3.29. 1j Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu.
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0z3-5a

Sample Name:
0z3-5a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/bome/vomr1 /vanrsys/data

Sample directory:
0z3-5a_20181026_01

FidFile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 26 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width  5007.5 Hz

2D width 5007.5 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE K1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

§q. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.026 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 11 min

- Agilent Technologies
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Sekil 3.30. 1j Bilesiginin 'H-NMR/COSY Spektrumu.

0z3-5a

Sample Name:
oz3-sa
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home,/vnnrl /vomc sys/data
sample directory:
0z3-5a 20181026 01
FidFile: CARBON_O1

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso

Data colledted on: Oct 26 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pules 45.0 degrees
Acq. time 1.308 sec
Width 25125.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243743 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz

Power 38 4B
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 40 min
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- Agilent Technologies
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Sekil 3.31. 1j Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.

105



3.1.11. N-(4-klorofenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1K)

H
N

H />—< >*CH3
ISR e

O]
Cl

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,127 g p-kloroanilin kullanildi ve
elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 45,15 verimle 0,163 g saf bilesik
elde edildi.

Erime Noktasi: 325-326°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); 8 ppm: 2.41 (s, 3H, -CHs), 7.39 (d, 2H, J,=7.2
Hz, H-3’, 5°), 7.48 (d, 2H, J,=8. Hz, H-3”, 5”), 7.83-7.86 (m, 3H, H-7, 2, 6”), 8.05
(dd, 1H, Jo=8.4 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 8.26 (d, 2H, Jo=8 Hz, H-2’ ,6"), 8.34 (d, 1H,
In=1.2 Hz, H-4), 10.62 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 21.13, 113.71, 114.11, 121.74, 121.96, 124.59, 127.27,
127.88, 128.41, 129.96, 131.13, 133.44, 135.66, 138.10, 143.30, 151.27, 164.95.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 362.4 (M*+H) (%100), 364.4 (M*+H+2) (%33)

Elemental Analiz= C21H16CINsO. 2H20. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 60.70 497 10.12
Bulunan : 61.10 5.05 1041
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Sekil 3.32. 1Kk Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
O0zZK4-la
Sample Name: Agilent Technologies
OZK4 -la
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vomrl/vnmreys/data
Sample directory:
OZK4-1a_20170404_01
Pidrile: PROTON 02
Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 4 2017
Temp. 32.0 C / 305.1 K
Operator: vamrl
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec
MMM AL L4 AL
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.33. 1k Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu.
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.-_‘ Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome /vomr1/vanreys /data
Sample directory:
0ZK4-1a_20170404_01
PidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 4 2017

Temp. 32.0 C / 305.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degri
Acq. time 1.550
Width 21141.6 Hz

1728 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243820 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 1 hr, 28 min
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Sekil 3.34. 1k Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.
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3.1.12. N-(4-hidroksifenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1)

H

N

QNY@N
HO

0]

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,109 g p-hidroksianilin kullanildi
ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 49,75 verimle 0,170 g saf bilesik
elde edildi.

Erime Noktasi: 341-342°C

!H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 2.43 (s, 3H, -CHs), 6.75 (d, 2H,
Jo=7.2 Hz, 37, 5”), 7.50 (d, 2H, J»=8 Hz, H-3", 5), 7.55 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2", 6”),
7.86 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7), 8.08 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 8.29 (d, 2H,
Jo=8.4 Hz, H-2’, 6”), 8.33 (d, 1H, H-4), 10.32 (s, 1H, amid N-H) COSY [6H/6H]:
6.75/7.55 [H-37,57/H-2”,6”], 7.50/8.29 [H-3°,5’/H-2’,6’], 7.86/8.08 [H-7/H-6]
NOESY: 7.55/10.32 [H-27,6"/H-NH]

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 21.25, 113.59, 113.63, 115.00, 120.65, 122.46, 125.12,
128.19, 130.16, 130.55, 132.16, 132.40, 134.17, 144.07, 150.66, 153.66, 153.90,
164.12.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 344.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C21H17N30». 1,25 H,0. 1,5 HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 60,07 5,00 10,01
Bulunan X 60.30 5.35 10.31
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Sekil 3.35. 1l Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0zZK4-1a

Sample Name:
0zK4-1a

Data Collected on:
mercury400-morcury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vomrsys/data

Sample directory:
0ZK4-1a_20170404_01

Fidpile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 4 2017

Temp. 32.0 C / 305.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hx

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Sekil 3.36. 11 Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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ozd-2a

Sample Name:
0z4-2a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vonr1/vomrsys/data
sample directory:
0z4-2a_20181026_01
PidFile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 26 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
Width  5065.9 Hz

2D Width 5065.9 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

$q. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.025 sec
PT size 2048 x 2048
Total time 11 min
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Sekil 3.37. 1l Bilesiginin 'H-NMR/COSY

0z4-2a

Sample Name:
oz4-2a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
0z4-2a_20181026_01

FidFile: NORSY 01

Pulse Sequence: NOESY
Solvent: dmso
Data tollected on: Oct 26 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec

Width  5065.9 Hz

2D Width 5065.9 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments

OBSERVE K1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec

FT size 2048 x 2048
Total time 50 min
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Sekil 3.38. 1l Bilesiginin *H-NMR/NOESY  Spektrumu.
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C} - Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
Sample directory:
0ZK4-1a_ 20170404 01
Pidrile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Apr 4 2017

Temp. 32.0 C / 305.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degri
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz

1728 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243820 Mz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Mz

continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536

Total time 1 hr, 28 min
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Sekil 3.39. 1l Bilesiginin **C-NMR Spektrumu.
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3.1.13. N-(4-metoksifenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1m)

0]
O

z ZT

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,123 g p-anisidin kullanildi ve
elde edilen ham iirtin etanolden kristallendirildi. % 20 verimle 0,075 g saf bilesik elde
edildi.

Erime Noktasi: 285-286°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 2.40 (s, 3H, 4’ -CH3), 3.72 (s, 3H, 4” -
CHz3), 6.91 (d, 2H, Jo=9.2 Hz, H-3”, 5”), 7.49 (d, 2H, J,=8 Hz, H-3°, 5°), 7.69 (d, 2H,
Jo=9.2 Hz, H-2”, 6”), 7.86 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7), 8.08 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-6), 8.29
(d, 2H, Jo=8 Hz, H-2, 6°), 8.34 (s, 1H, H-4), 10.42 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CD30OD-d4): 21.16, 55.10, 113.53, 113.64, 120.68, 122.09, 124.99,
128.09, 130.04, 132.05, 132.09, 132.21, 134.27.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 358.3 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C22H19N30-. 1,5H,0. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 65.64 5.63 10.44
Bulunan : 65.33 5.89 10.42
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OZ4-3A 384 (3.872) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.40. 1m Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
0ZA-3A
fample Name:
04N

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vamrsys/data
Sample directory:
0%4-3A_20180723_01
FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on:’ Jul 23 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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0%4-3A

Sample Name:
0%4-3A
Data Collected on:
mereury400-moxcuryd 00
Archive directory:
/home /vnmr1/vomrsys/data
Sample directory:
024-3A_20180723 01
PidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 23 2018 :

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

192 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243824 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 20 min
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3.1.14. N-(3-metoksifenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1n)

H
N
o
N N
0
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Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,123 g m-anisidin kullanild1 ve
elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. % 23,9 verimle 0,85 g saf bilesik elde
edildi.

Erime Noktasi: 285-286°C

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) é ppm: 2.40 (s, 3H, 4’-CHj3), 3.74 (s, 3H,
47-CHj3), 6.68 (dd, 1H, Jo=8 Hz, Jn=2 Hz, H-4"), 7.24 (t, 1H, H-5), 7.40 (d, 1H, J,=8
Hz, Jn=1.6 Hz, H-6”), 7.50 (d, 2H, J,=6.8 Hz, H-3", 5”), 7.87 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7),
8.09 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 8.31(d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2’, 6”), 8.36 (s,
1H, H-4), 10.52 (s, 1H, amid N-H) COSY [6H/6H]: 2.41/7.50 [CH3(4’)/H-3",57],
6.68/7.24 [H-47/H-5"], 7.24/7.40 [H-5"/H-6"], 7.50/8.31 [H-3",5’/H-2",6’], 7.87/8.09
[H-7/H-6].

13C-NMR ppm (CD3OD-d4): 21.23, 55.02, 106.24, 109.27, 112.73, 113.63, 113.88,
120.74, 125.15, 128.18, 129.36, 130.12, 132.04, 132.29, 134.46, 140.29, 144.01,
150.80, 159.40, 164.76.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 358.61 (M*+H) (%2100)
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Elemental Analiz= C22H19N30-. 1,5H20. 0,75HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 64.21 557 10.21
Bulunan : 64.07 591 10.34

Oz4-4a 556 (5.606) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
358.61 1.34e8
100
‘ © 359.66
\
‘ 360.66
126.00 |
1361.05
167.21 399.61
i Al{’flhu_”71“.7‘.23443 291.50 327.27 l {oal 442.57 40997 556.36 621.85537.64 687.82
150 200 250 300 350 400 450 ‘ 500 550 600 650

Sekil 3.43. 1n Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
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0zd-4a

Agilent Technologies

Sample Name:
0Z4-4a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl /vamrsys/data

Sample directory:
0Z4-4a_20181015_01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
* Data collected on: Oct 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degri
Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Sekil 3.44. 1n Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.

Ozé-4a

eie Agilent Technologies
Ozd-4a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
Ozd-4a_20181110_01

PidPile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: NGv 10 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec

Width  4056.8 Hz

2D Width 4056.8 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

8q. sine bell 0.032 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 11 min
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Sekil 3.45. In Bilesiginin *H-NMR/COSY Spektrumu.
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0z4-4a
Sample Namo:
0z4-4a

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome /vome1l/vanrsys/data
Sample directory:
0z4-4a_20181015 01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acg. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz

756 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243758 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 30 min
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3.1.15. N-(4-metoksifenil)-2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid

(10)

@)
(@]
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Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,90 gram hidroksi(4-
bromofenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 2,14 gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %68 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda
0,317gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,123 g p-anisidin kullanild1 ve elde edilen ham iiriin etanolden kristallendirildi. %
30,85 verimle 0,126 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 288-292°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); 8 ppm: 3.73 (s, 3H, -CHs), 6.91 (d, 2H, J,=9.2
Hz, H-3”, 57, 7.69 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-3", 5°), 7.85 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7) 7.91 (d,
2H, Jo=8.4 Hz, H-2", 6), 8.07 (dd, 1H, J,=8.8 Hz, Jn=1.2 Hz, H-6), 8.32 (d, 2H, J,=8.8
Hz, H-2, 6°), 8.36 (s, 1H, H-4), 10.39 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.16, 113.69, 113.88, 114.18, 122.12, 124.38, 124.52,
126.31, 129.68, 131.64, 132.16, 132.42, 134.04, 136.00, 150.31, 155.59, 164.46.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%6X); 422.4 (M*+H+) (%100), 424.4 (M*+H+2)
(%95)

Elemental Analiz= C21H16BrNz0.2,5H,0. 0,25HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 53.04 450 8.84
Bulunan : 53.16 4.75 9.3
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Sekil 3.47. 10 Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0ZK7-1a

Sample Name:
0ZK7-1a

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vamrsys/data

sample directory:
0ZK7-1a_20170407_01

FidrFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 7 2017

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MEz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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0ZK7-1a

Sample Name:
0ZK7-1la

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
0ZK7-1a_20170407_01

FidPile: CARBON_03

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Apr 8 2017

Temp. 41.0 C / 314.1 KX
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243829 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 44 min
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3.1.16. N-(3-nitrofenil)-2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1p)
H
N
O
N N
o)
NO,

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,90 gram hidroksi(4-
bromofenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 2,14 gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %68 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda
0,317gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,138 g 3-nitro anilin kullanildi ve elde edilen ham iirtin etanolden kristallendirildi. %
32,11 verimle 0,140 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 303-307°C

!H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) § ppm: 7.64 (t, 1H, H-57), 7.76 (d, 1H,
Jo=8 Hz, H-7), 7.82 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3", 5°), 7.92-7.97 (m, 2H, H-4”, 6), 8.17 (d,
2H, J;=8.4 Hz, H-2’, 6°), 8.22 (dd, 1H, Jo=8.4 Hz, Jn=1.6 Hz, H-6), 8.33 (s, 1H, H-
4), 8.84 (m, 1H, H-2"), 10.78 (s, 1H, amid N-H) COSY [6H/6H]: 7.64/7.92 [H-5"/H-
4], 7.64/8.22 [H-5"/H-6"], 7.82/8.17 [H-3",5’/H-2",6°], 7.76/7.97 [H-7/H-6].

13C-NMR ppm (CD3;0D-d4): 114.28, 115.36, 117.89, 123.18, 124.67, 126.13,
127.32,128.92, 129.92, 132.16, 139.68, 140.52, 147.83, 151.85, 154.58, 165.95.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 437.4 (M*+H+) (%100), 439.7 (M*+H+2)
(%50)

Elemental Analiz= C20H13BrN4Os .1,25H,0. 0,25HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 51.33 336 11.97
Bulunan : 51.26 3.39 12.10
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1: Scan ES+

0Z7-2a 249 (2.511) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.50. 1p Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0%7-2a
Agilent Technologies

Sample Name:
08728
Data Collected on:
mexoury400-mexcuryd00
Archive directory:
/home /vomrl/voms sys /data
Sample directory:
0%7-2a_20181110_01
PidPile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 10 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

R o B s i T 2 vl o o 0 e i 2 v o e T P G e L R B e
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.51. 1p Bilesiginin tH-NMR Spektrumu.
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0z7-2a

Sample Name:
0z7-2a

Data Collected on:
mercury400-mexcury400

Archive directory:

gilent Technologies

/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory:

027-2a_20181110_01
FidPile: gCOSY 01

5}
B
il

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 10°2018

A

=
~

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

~
®
i

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width  4363.0 Hz

2D Width 4363.0 Hz
Single scan

128 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.075 sec
P1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.029 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 4 min 8 sec
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Sekil 3.52. Ip Bilesiginin *H-NMR/COSY Spektrumu.

0z7-2a

sample Name:
0z7-2a
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl /vnmrsys /data
Sample directory:
027-2a_20181110_01
FidPile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 10 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

756 repetitions

OBSERVE (13, 100.6243812 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly om

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 33 min
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Sekil 3.53. 1p Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.
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3.1.17. N-(4-klorofenil)-2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamid (1r)

@)
Cl

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,90 gram hidroksi(4-
bromofenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 2,14 gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %68 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,317
gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,1237 g p-kloroanilin kullanild1 ve elde edilen ham iiriin etanolden Kkristallendirildi.
% 28,70 verimle 0,122 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 269-270°C

!H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm: 7.39 (d, 2H, J,=8.4 Hz, aromatik
protonlar), 7.69 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 7.78 (d, 2H, J,=8.8 Hz, aromatik protonlar),
7.84-7.86 (m, 3H, H-6 ve aromatik protonlar), 8.14 (d, 2H, J,=8.4 Hz, aromatik
protonlar), 8.26 (s, 1H, H-4), 10. 37 (s, 1H, amid N-H).

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 426.4 (M*+H+) (%80), 428.3 (M*+H+2)
(%100)

Elemental Analiz= CyH13BrCINsO .1,25H,0. 0,1C2HgO

%C %H %N
Hesaplanan : 53.61 356 9.28
Bulunan : 53.64 3.67 9.62
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1: Scan ES]

0ZK7-3a 562 (5.667) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
428.3 2.99e7
100+
4280
426.4
42538
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Sekil 3.54. 1r Bilesiginin Kiitle Spektrumu.
OR7-3a %
Aample Name: - Agilent Technologies
087-3a
Data Collected on:
weroury400-mercury400
Arohive directory:
/home/vomrl/vomesys /data

Bample directory:
0738 20170412 01
vidrile: PROTON 02

Pulwe Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmmo
Data collected on: Apr 12 2017

Temp. 29.0 C / 302.1 X
Operator: wvnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

[ |

U B T 5 e B O S

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

Sekil 3.55. Ir Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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3.1.18. N-(4-nitrofenil)-2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid

(2a)
O,N
Tl Y@ »—)-on

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,27 gram hidroksi(4-

z. 2T

Iz

hidroksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,68 gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %66,1 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,254
gram 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-hidroksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,153 g p-nitrofenilhidrazin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden
kristallendirildi. % 31,87 verimle 0,124 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 236-239°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); & ppm: 6.85 (d, 2H, Jo=8.8 Hz, H-3", 5°), 7.07 (d,
2H, J=8.8 Hz, H-2", 6), 7.85 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 8.03 (dd, 1H, Jo=8.8 Hz, Jn=1.2
Hz, H-6), 8.08 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3", 5”) 8.21 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2’, 6°), 8.28 (s,
1H, H-4), 9.29 (s, 1H, N’-H), 10.9 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CD3;OD-d4): 110.77, 113.24, 113.57, 113.64, 116.52, 124.68,
125.96, 129.15, 130.53,132.13, 134.61, 138.14,151.21, 154.97, 162.57, 165.59.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 390.5 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C2oH15Ns04. 2H20. HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 52.04 437 15.18
Bulunan : 5221 454 1522
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0z2-1H 368 (3.711) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.56. 2a Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

022-1H

Sample Name:
0z2-18
Data Collacted on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome /vamel fvnmrsys/data
sample directory:
022-1E_20170722_01
FidPile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 22 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

64 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 Mz
DATA PROCESSING

FT pize 32768

Total time 3 min 54 sec
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Sekil 3.57. 2a Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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0%2-1h

Sample Name:
032-1h

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vomrl/vimrsys/data

Sample directory:
022-1h_20181103_01

PidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 3 2d18

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 sec
Width 21141.6 Hz
768 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243755 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Miz
Power 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, § min
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3.1.19. N’-(4-nitrofenil)-2-(4-Metoksifenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid
(2b)

Iz

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,153 g p-nitrofenilhidrazin kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden
kristallendirildi. %27,55 verimle 0,107 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 273-276°C

H-NMR Spektrumu (DMSO-dg); & ppm: 3.87 (s, 3H, -CHs), 6.85 (d, 2H, J,=8.8
Hz, H-3" ve 5°), 7.23 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2”, 6), 7.80 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 7.97
(d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-6), 8.08 (d, 2H, Jo=9.6 Hz, H-2’, 6”), 8.26-8.28 (m, 3H, 4, H-3”,
5”), 9.28 (s, H, N’-H), 10.83 (s, 1H, N-H protonu)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.72, 110.76, 113.76, 113.97, 114.99, 117.39, 123.84,
125.97, 128.26, 129.76, 134.35, 136.78, 138.12, 151.68, 155.07, 162.67, 165,94.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 404.4 (M*+H) (%100)

Elemental Analiz= C21H17Ns504. 1,5H,0. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 56.23 4.61 15.62
Bulunan : 56.17 487 15.62
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0Z3-1H 432 (4.356) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.59. 2b Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z3-10

Sample Mame:
023-110

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1/vamrsys/data

Sample directory:
023-1K_20170518_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 18 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 Milz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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- Agilent Technologies
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Sekil 3.60. 2b Bilesiginin 'H-NMR Spektrumu.
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0z3-1H

Sample Name:
0z3-18

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vomr1/vomrsys/data

Sample directory:
0273-1H_20170518_01

FidrPile: CARBON

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: May 19 2017

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243762 Miz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Mz
Power 38 a8

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 12 min
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3.1.20. N-(4-bromofenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid
(2¢)

H
N

Br
[l N II/>—< }O/
N~ N
H

O

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,179 g p-klorofenilhidrazin hidroklorid kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden
kristallendirildi. %19,67 verimle 0,086 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 288-292°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-de); & ppm: 3.87 (s, 3H, -CHs), 6.85 (d, 2H, J,=8 Hz,
H-3°, 5), 7.24-7.30 (m, 4H, H-2", 3”, 5” ve 6, 7.85 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7), 8.04
(dd, 1H, Jn=1.2 Hz, Jo=8.4 Hz, H-6), 8.30 (s, 1H, H-4), 8.41 (d, 2H, J,=9.2 Hz, H-2’,
6), 10.66 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CD3;0D-d4): 55.75, 109.39, 113.18, 113.59, 114.28, 115.07,
115.46, 124.50, 129.70, 130.26, 131.29, 132.25, 134.54, 148.73, 150.65, 163.23,
165.59.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 437.48 (M*+H) (%100) 439.55 (M*+H+2)
(%100)

Elemental Analiz= C21H17BrN4O2. 1H.0. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 53.38 4.16 11.86
Bulunan : 53.32 415 11.94
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Sekil 3.62. 2c Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

023-2h

Bample Name:
023-2h

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamcl/vomrsys /data

Sample directory:
023-2h_20181018_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Oct 18 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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023-2h
Sample Name:
023-2h

Data Collected on:
mercury400-mexcury400
Archive directory:
/home/vomr1/vnnrsys/data
sample directory:
0z3-2h_20161018_01
FidFile: CARBON_ 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Oct 18 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1512 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243835 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

Line broadening 0.5 Hz
PT size 65536
Total time 1 hr
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3.1.21. N-(4-klorofenil)-2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid
(2d)

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,41 gram hidroksi(4-
metoksifenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 1,93 gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %72 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,268
gram 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metoksifenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,179 g p-klorofenilhidrazin hidroklorid kullanildi ve elde edilen ham iiriin etanolden
kristallendirildi. %28,82 verimle 0,113 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 269-271°C

IH-NMR Spektrumu (DMSO-ds); & ppm: 3.88 (s, 3H, -CHs), 6.81 (d, 2H, J,=8.8
Hz, H-3, 5°), 7.17 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2”, 6”), 7.25 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-3", 57),
7.85 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7), 8.05 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-6), 8.31 (s, 1H, H-4), 8.42 (d,
2H, J,=8.4 Hz, H-2’, 6°), 10.67 (s, H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 55.75, 113.17, 113.57, 113.78, 115.07, 115.32, 121.91,
124.56, 128.45, 129.79, 130.30, 132.11, 134.39, 148.32, 150.57, 163.27, 165.60.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 393.5 (M*+H) (%100), 395.5 (M*+H+2)
(%33)

Elemental Analiz= C21H17CIN4O>. 1,5H20. 1,25HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 58.72 499 13.05
Bulunan : 5850 4.61 13.14
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Sekil 3.65. 2d Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z3-3h

Sample Name:
023-3h

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
©0z3-3h_20181018_01

FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 18 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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023-3h

Sample Name:
0z3-3h

Data Collected on:
mercury400-nexcury400

Archive directory:
/home/vamrl/vonrsys/data

Sample directory:
023-3h_20181018_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 18 2018

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

384 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243833 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hx

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min
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3.1.22. N-(4-klorofenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid (2e)

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,179 g p-klorofenilhidrazin
hidroklorid ve elde edilen ham {iriin etanolden kristallendirildi. % 36,96 verimle 0,139
g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 284-285°C

!H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 2.44 (s, 3H, -CHs), 6.82 (d, 2H,
Jo=6.8 Hz, H-3°, 5%), 7.20 (d, 2H, Jo=6.8 Hz, H-2”, 6”), 7.53 (d, 2H, Jo=8.4 Hz, H-3”,
5”),7.90 (d, 1H, J,=8.8 Hz, H-7), 8.08 (dd, 1H, J,=8.4 Hz, J»=1.2 Hz, H-6), 8.33-8.35
(m, 3H, H-4,2’ ve 6”), 10.73 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CD3;OD-d4): 21.24, 113.48, 113.82, 113.90, 120.73, 121.95,
124.73, 128.20, 128.54, 129.91, 130.13, 132.37, 134.63.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 377.5 (M*+H) (%100), 379.5 (M*+H+2) (%40)

Elemental Analiz= C21H17CIN4O.1,25H,0. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 60.50 4.80 13.44
Bulunan : 60.59 4.77 13.69
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1: Scan ES+
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Sekil 3.68. 2e Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z4-1h

Sample Name:
0Oz4-1h
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl /vnmreys/data
sample directory:
0z4-1h_20181108_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 8 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE  H1, 400.1759699 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

e o (=

13 12 11

900 1000 1100

1200

Agilent Technologies
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e e
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Sekil 3.69. 2¢ Bilesiginin *H-NMR Spektrumu.
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Ozd-1h

Sample Name:
0%4-1n

Data Collected on:
morcury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
0z4-1h_20181108_01

PidFile: current

Pulse Sequence: CAREON (s2pul)
Solvent: dmso
bata collected on: Nov 8 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550 sec
width 21141.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243762 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 1 hr, 6 min

'{ N l‘l

Agilent Technologies

. i
L 0 L e L L L L L LU DU BT ML B LR
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.70. 2¢ Biles

igini

13C-NMR Spektrumu.
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3.1.23. N-(4-bromofenil)-2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid (2f)
Br H
\©\N/N\[(®[N 3
H

(0]

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,25 gram hidroksi(4-metilfenil)metansulfonik
asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit kullanildi. Bu reaksiyon
sonucunda 1,89 gram 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asit %75
verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,252 gram 2-(4-metilfenil)-
1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI: ile reaksiyonundan elde edilen 2-(4-
metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve 0,223 g p-bromofenilhidrazin
hidroklorid ve elde edilen ham iriin etanolden kristallendirildi. % 21,19 verimle 0,089
g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 282-283°C

!H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 2.44 (s, 3H, -CHs), 6.78 (d, 2H,
Jo=8.4 Hz, H-3", 5”), 7.31 (d, 2H, J,=8.8 Hz, H-2”, 6”), 7.53 (d, 2H, Jo=8 Hz, H-3",
5”), 7.89 (d, 1H, Jo=8.4 Hz, H-7), 8.07 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-6), 8.32 (d, 2H, J,=8 Hz,
H-2’, 6), 8.34 (s, 1H, H-4) 10.73 (s, 1H, amid N-H)

13C-NMR ppm (CDsOD-d4): 21.24, 109.46, 113.53, 113.95, 114.34, 121.01, 124.61,
128.13, 129.76, 130.13, 131.39, 132.67, 134.94, 143.89, 148.82, 150.95, 169.609.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 421.4 (M*+H) (%100), 423.3 (M*+H+2) (%85)

Elemental Analiz= C21H17BrN4O. 1,5H20. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 54.19 440 12.04
Bulunan : 5421 401 1231
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|0Z4-2H 479 (4.830) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
421.4 6.07e7
100+
, 423.0
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1: Scan ES+

Sekil 3.71. 2f Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z4-2h

Sample Name:
0%4-2n
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
0Z4-2h 20181128 _01
PidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 28 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759700 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies
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0 = e e
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Sekil 3.72. 2f Bilesiginin "H-NMR Spektrumu.
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0z4-2h

Sample Name
0z4-2h
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vanrl/vamrsys/data
Sample directory:
0z4-2h_20181128_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Nov 28 2018
Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000
Pulse 45.0 degre
Acq. time 1.550 ne
Width 21141.6 Mz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243755 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 Milx
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

PT size 65536

Total time 35 min

B e

160

S i e
180

Sekil 3.73. 2f Biles

igini

Agilent Technologies
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3.1.24. N,2-bis(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5- karbohidrazid (2g)
Br H
H

0]

Reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,90 gram hidroksi(4-
bromofenil)metansulfonik asit sodyum tuzu ile 1,52 gram 3,4-diaminobenzoik asit
kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda 2,14 gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-
karboksilik asit %68 verimle elde edildi. Sentez isleminin ikinci basamaginda 0,317
gram 2-(4-bromofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksilik asitin 8 ml SOCI, ile
reaksiyonundan elde edilen 2-(4-metilfenil)-1H-benzimidazol-5-karbonil kloriir ve
0,223 g p-bromofenilhidrazin hidroklorid ve elde edilen ham {iriin etanolden
kristallendirildi. % 26,54 verimle 0,128 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 303-307°C

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) é ppm: 6.78 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-2”, 67),
7.32 (d, 2H, J,=8.4 Hz, H-3”,5”), 7.89 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-7), 7.95 (d, 2H, J,=8.8 Hz,
H-3°, 5°), 8.05 (d, 1H, J,=8.4 Hz, H-6), 8.33-8.35 (m, 3H, H-4, 2°, 6°), 10,68 (s, 1H,
amid N-H).

13C-NMR ppm (CD3;0OD-d4): 109.27, 109.52, 114.29, 121.98, 123.78, 126.93,
128.58, 128.89, 131.33, 132.07, 133.96, 149.10, 152.18, 166.66.

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 485.4 (M*+H) (%50), 487.5 (M*+H+2)
(%100), 489.4 (M*+H+4) (%55)

Elemental Analiz= CyH14Br.N4O .1,5H,0. 0,5HCI

%C %H %N
Hesaplanan : 4536 3.30 10.58
Bulunan : 4555 312 10.87
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0Oz7-2h 537 (5.415) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100
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Sekil 3.74. 2g Bilesiginin Kiitle Spektrumu.

0z7-2h

Sample Name:
0z7-2h

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamr1 /vanrsys/data

Sample directory:
027-2h_20181102_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 2 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulpe 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759669 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

550

600

650

700

750

1: Scan ES+
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Sekil 3.75. 2g Bilesiginin tH-NMR Spektrumu.
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0z7-2h

Sample Name:
027-2h

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vomrl /vomrsys/data

Sample directory:
0z7-2h_20181102 01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Nov 2 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304
Width 25125.6 Hz
2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243766 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 1 hr, 20 min

T T T T

220 200

Sekil 3.76. 2g Bilesiginin *C-NMR Spektrumu.
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3.2.Elde Edilen Bilesiklerin Gézlenen Sitotoksik Etkileri

Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin ve standart olarak kullanilan
etopozidin, A549 (akciger), MCF-7 (meme), PC-3 (prostat), HCT-116 (kolon), HT-29
(kolon), HelLa (serviks), K562 (kronik miyeloid 16semi), Raji (akut lenfoblastik
16semi) kanser hiicre hatlar1 lizerindeki MTT yontemi kullanilarak test edilen
antikanserojenik etkileri % hiicre sagkalim degerleri seklinde Cizelge 3.1.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Sentezlenen bilesiklerin ve kullamlan standartin gozlenen in vitro sitotoksite degerleri
(%biiyiime inhibisyonu).

H
N
H R
I et Q “

2

H (@)
la-r 2a-g
BilesikiCh Hiicre Hatlar:
R1 R2 R3 HCT- . NIH-
Asag | MCF7 | PC3 | HT29 | TCT° | Hela | Ks62 | Raji | a3
= . < [ H o5l | 10120 | * 7533 | 6447 | 7329 | 8722 | 11163 | =
- H
b | -H OCHs * 3627 | 5791 | 7337 | 8519 | 10898 *
6156 | 90,17 ' ' ' * *
1c |OH €A 169,10 | 96,40 105"'6 76.18 * 11;"'3 7986 | 9263 | 8437
OoH |- H
1413 . | 1291 | 1005 136,2
1d ocH 100,67 | 92,73 ; 7776 . D2 | 10218 | 1%
OH | H CFs 139.9 | 1012
* *
le 7873 | 8948 9383 | 9372 | 7 2 | 106,68
- - H
1155 .| 1318 1054
1 | ocn, | och. 9874 | 9539 : 72,27 8 | ear2 | 9983 ;
- < [ H
*
19 | ocm, 6910 | 6321 | 5586 | 57.90 77.46 | 7319 | 7469 | 9303
- OH | H
139,2 .| 1195 109,6
T 119,65 | 90,50 ; 84,8 0 | so97 | 10781 | 1%
- -Br -H
1i 81,21 75,16 85,02 64,20 * 82,56 75,74 77,90 92,12
OCHs
_ H _
1j * *
OCHs OCHs | 6226 | 59,96 7002 | 57.81 | 66,64 | 6317 | 72,89
K | CH, | < | H 5019 | 9058 " 6286 | 5067 | 8357 | 7602 | 97.28 "
CH, | OH | H 1085
1| * *
6721 | 8064 6677 | 6158 | 8 | 87.87 | 11087
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<H, |- g
111,8 101,6
im OCH 91,43 94,17 1 66,94 * 97,23 82,96 81,38 )
CH, | H -
1n * *
OCH, | 8391 | 9534 7612 | 6428 | 8130 | 9949 | 12878
B |- g
10 oCH 8239 | 7156 | 5548 | 7171 | 8052 | 8052 | 7606 | 8404 | 84,96
1p | B | H -NO, | a4a42 | 7358 | 5917 | 4231 | 8171 | 8171 | 5375 | 7077 | 7558
1r | Br -Cl H 79,80 7502 | 57,61 | 6943 | 71,80 | 71,80 | 72,78 | 69,07 | 78,05
2a | -on | NO2 | H 13522 | 10871 14f'6 83,60 1382'2 1382'2 8991 | 10802 | 8951
- NO;, | -H
1358 1459 | 1459
2 | oem, 13797 | 12045 | '3 96,34 5 9 | 7366 | 7933 | 9040
- H
2 Br * *
OCH; 79,12 123,77 77,32 73,84 72,25 85,77 134,00
- H 1221
2d <l 9190 | 10245 11 7043 | 9672 | 9672 | 6931 | 6965 | 9934
OCH, 9
2e | | | M 8325 | 107,99 11;1'3 7776 | 8296 | 8296 | 7079 | 5276 | 98:89
5 | |8 | H 6483 | 11206 | = 6863 | 6708 | 77.72 | 9891 | 13121 | =
2 | B | B | 7285 | 7064 " 5059 | 6081 | 8568 | 6801 | 12327 | =
Etopozid %501 | 10040 | * 9397 | 9636 | 9973 | 97,97 | 10473 | =

*Test edilmemistir.

3.3. Elde Edilen Bilesiklerin Topoizomeraz |1 Enzimi Uzerine Molekiiler

Etkilesme Dinamiklerinin Incelenmesi

3.3.1. Molekiiler Doking Calismalari

Sentezlenen bilesiklerin (la-r, 2a-g) Topoizomeraz lla (pdb:5GWK) ve
Topoizomeraz 1B (pdb:3QX3) ile Discovery Studio 2017R2 programi kullanilarak

yapilan doking calismasi sonuglar1 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3°da verilmistir.
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Cizelge 3.2. Topoizomeraz llo iizerinde yapilan doking ¢aligmasi sonucu bilesiklerin bulunan doking skorlari, H

baglar ve pi etkilesimleri.

Gold
H baglan (Enzim) H baglar1 (DNA) Pi-etkilesimleri
Bilesik Skoru
] Met766°, Arg487¢, Met762¢, DC8?,
Etopozid 98.2 Arg487, Gly488 DC8, DG13
DT9, DG132,
Arg487°¢, Met762%9, Ala505d, DC8?,
1c 85.4 Arg487, Ser763 DC8
DT9?, DA128 DG132
Arg4879, Met762°4, DC82, DT9?,
1d 83.8 Arg487 DC8, DA12
DG13#
1f 86.5 Arg487 - Met762° DC8?, DT9f, DG13?
19 87.0 Arg487, Met762 DC8 Lys614¢, Met762¢, DC8? DG132
Asp463, Argd87, Arg4879, Met762¢, DG72, DA12?,
1h 86.2 DT9 )
Ser763 DG13
Arg487¢, Met762¢, DC82% DT9?,
1i 83.5 Met762 -
DA123 DG13?
Arg487°4, Ala505¢, Met762¢, DC8?,
1k 82.8 Arg487 DT9
DT9? DA128 DG13?
Alab05¢, DC8?, DT9% DA12?,
1l 85.3 Arg487, Met762 DT9 )
DG13?
im 86.1 Glu506 - Arg4879, Ala505¢, Met762¢, DG132
1o 83.8 - - Arg4879, Ala505¢, DC8?, DG13%
Arg487, Met762, Arg4879, Ala505¢, DC8?, DT9?,
1p 86.9 DC8, DT9
Ser763 DA12? DG13?
Arg487¢, Ala505¢, Met762¢, DC8?,
ir 82.8 Argd87 DT9
DT9?% DA12% DG13?
Gly760, Met762, Arg487°, Met762°, DC82", DA12?,
2a 91.5 DG13
Ser763 DG13?
Arg4879, Met762°, Asp541h,
2b 96.6 Met762 DT9 Asp543h, Glu461h, DC8%, DA122,
DG13%, DC8
2d 90.2 Arg487, Ser763 - Met762¢,DG10°
Arg4879, Lys614e, Met762°, DC8?,
2e 87.0 - DT9
DAl122 DG13?
Arg4879, Met7629, DC8?, DA12?,
2f 84.0 Arg487, Met762 DG13 )
DG13!
29 86.7 Arg487, Met762 DG13 Arg487¢, Met7629, DC8?, DG13?!

Pi etkilesmeleri; a: Pi-Pi, b: Pi-Silfiir, c: Pi-katyon, d: Pi-anyon, e: Pi-Alkil, f: Pi-elektron ¢ifti, g: Pi-n, h: Pi-
amid, i: Pi-sigma
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Cizelge 3.3. Topoizomeraz I1f iizerinde yapilan doking ¢aligmast sonucu bilesiklerin bulunan doking skorlari, H

baglar ve pi etkilesimleri.

Gold
H baglan (Enzim) H baglarn (DNA) Pi-etkilesimleri
Bilesik Skoru
Etopozid 97.4 Asp479, GIn778 DC8, DT9, DG13 Arg503¢, DG13a
1c 80.4 GIn778 DT9 Arg503¢¢, DC8*, DT9?, DG13?
1d 83.9 - DC8 Arg503¢, Ala521¢, DC8*, DG13?!
1f 80.7 Arg503 - DC8?, DT9?% DA12*, DG13?
1g 80.9 Arg503 DC8 Arg503°4, Ala481¢, DC8*, DG13?
1h 83.2 Arg503, GIn778 DC8 Arg503¢, DC8%, DT9% DG13?
i 81.4 Arg503 DT9 DT9?% DG13?
1k 81.3 Arg503 DC8, DT9 DC8?, DT9?% DA12% DG13?!
1 82.3 GIn778 DT9 Arg5039¢, Ala521¢, DT9?, DG13?
im 84.6 - DC8, DG13 Arg5039¢, Ala521°, DC8? DG13?
Arg5039, His775', DC8%, DA12?,
lo 83.3 =
DG132
1p 82.5 - DC8, DG13 Arg5039, Glu477h, DG13?
1r 81.9 - DT9 Arg5039, DC8?, DA12?, DG13?
2a 83.7 GIn778 DC8 Arg503°9, Glu477h, DC8*, DG13?!
Arg503°, Glu477h, DC8? DT9?
2b 86.7 Arg503, GIn778 DC8
DA12% DG13?
2d 83.6 Arg503 DT9 Arg503°, His775¢, DC8%¢, DG132
2e 88.5 GIn778 DC8, DT9 Arg5039, DC8?, DT9?, DG13?
Arg503¢ Ala521¢ DC8? DT9?,
2f 90.1 GIn778 DC8, DT9 .
DA12% DG13*
29 86.2 Arg503 DC8, DA12 DC82, DT99, DG132

Pi etkilesmeleri; a: Pi-Pi, b: Pi-S, c: Pi-katyon, d: Pi-anyon, e: Pi-AlKil, f: Pi-H bag1 donéri, g: Pi-n, h: Pi-amid, i:

Pi-sigma
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3.3.1.1. Sentezlenen bilesiklerin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri

1c bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri

a.
Vot Y DA
-.A:j‘lsz' bey FL2 (g5 e B
s L s (b g
P T ‘t; ".: @ :‘ﬁ .
Loy /; ﬁ\]‘ .. . “! ] . * E
| 1 i .:;‘ & e/ o Y ﬁ
L:H: “‘“x“/ x‘{‘: ST e 7—©ﬂ,
N / VSR
ALA - 7]
A505
Etkilesimler
I Hidrojen Bag [ Pipil
Il Pi-katyon [ Pi-alki
[ pi-siifiir [ Aki
B i

oC
F['Jf] = DI3
Ten an ]
A wn o
AP + " - 'a}' -

Sekil 3.77. a. I¢ Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1¢ Nolu

Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

1d bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri

Interactions

[ Hidrojen Bag
[] c-HBag

[ Pi-katyon

[] Pi-donér H-bas

[ Pi-Sfur
B Piri
[ ] Pi-alkil

| »
e
3 GLY
ARG AZTTE
AE03
Etkilesimler
I Hidrojen Bag [] Pi-elekiron
[] CHBag I pipi
[T Pikatyon ] Pialkd
[ Pi-sigma
ARG
A503
7 N\ A
I' I: H'
. C:S._
Etkilesimler
P Hidrojen Bag [ Pi-clektron cift
[] c-HBag [ Pipi
[ Pi-katyon [] Pi-alki

Sekil 3.78. a. 1d Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gdsterimi b. 1d Nolu

Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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1f bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri

a. b.
DA
F:12 I
ALA » ARG o be
A0S L, *:.3‘:3? TR E F[TZ
F:13 w0 s ‘/ Pt ",
"n:‘ . | . \? :mu - '_4:4,'
— g ~. >, g . wt e
\6 /_ z ~ | ! *. . WI .’ —_——
\ / . - -' ..ﬂ ap .;\\ ff : /
kill [?E DE.---+0"'—-.'-’/ \ /
$ cE ) . Q. R " '\\/"‘“—__I
— P ey .7
GL_I‘J‘ . il
58 o’
+
Etkilesimler
o . Etkilesimler
[P Hidrojen Bag [ Di-pi T sekili §
[ ] C-HBaa [ Pi-pi [ Hidrojen Baz [] Pi-elektron cifti
I Pikatyon [ Pieaki B o
[ Pi-elektron cift

Sekil 3.79. a. If Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1f Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

19 bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri

a. b.
DG -
F:d3  JARG
LYS ]
ABl4 H v by QSO0Y

. DG ey
LA F:13 T
"

e A
Lo i SR P
_ S . . Jassr DA ~ |
N e '\ A o F12 ~ =% | 72\ )
A /N |/ o
S —/ N )
~F
H.

' & v,' \\o
Sz
: ‘e, i
f f
;ﬁ'é . "gg ) A?nfl'gl
a762 &
Etkilesimler b
I Hidrojen B [ Etkilesimler
S Pl . . Pi-pi
[ cHBag [ Pi-alkd E Hidrojen Bag E Pi_aplnd]
' it C-H Baz
Pi-elektr Alll
- e = 7] Pi-katyon [ Atld

Sekil 3.80. a. 1g Nolu Bilesigin 5GWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1g Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

154



Sekil 3.81. 1g nolu bilesigin topo llo. enzim-DNA kiri1g1 igindeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etkilesimleri pembe
renk ile gosterilmistir.).

Sekil 3.82. 1g nolu bilesigin topo lla-DNA kirigi igindeki goriintiisii (Arg487 ve Met762 ile hidrojen baglar yesil
renk ile gosterilmistir.).
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1h bilesiginin Topoizomeraz |l Enzimleri ile Etkilesimleri

a. b.
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Sekil 3.83. a. 1h Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1h Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
1i bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri
a b.
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Sekil 3.84. a. 1i Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1i Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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1Kk bilesiginin Topoizomeraz |l Enzimleri ile Etkilesimleri

a. b.
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Sekil 3.85. a. 1k Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1k Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

Sekil 3.86. 1k nolu bilesigin topo lla-DNA kirig1 i¢indeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etkilesimleri pembe renk
ile gosterilmistir.).
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Sekil 3.87. 1r nolu bilesigin topo lla-DNA kirigr i¢indeki goriintiisii (Arg487 ile hidrojen bag: yesil renk ile, pi-
katyon bagi turuncu renk ile gosterilmistir.).

11 bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri
da.

b.

[l T G
i “. Y ] AS03
PR » bT
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K‘ff ) ez A:487 Etkilesimler
P Hidiojen Bag [ Pi-pi T sekill
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I Hidrojen Bag [ PipiT sekili . i i
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Sekil 3.88 a. 11 Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 11 Nolu Bilesigin
3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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1m bilesiginin Topoizomeraz |l Enzimleri ile Etkilesimleri

e N\ {/

I L .,
2/ ~

N ‘HTI' .

X

= ] 762

Etkilesimler
B Hidrojen Bag [ Pipi
[] cHBaa [ ] Pi-alkil
[ Pikatyon [ ] Atk
[ Pi-elektron cifti

b.
ALA
AS21
ARG
AS03
N
%\/
-
|
N
Etkilesimler
P didrojen Bag
[] c-HBag
|:| Pi-katyon
[ Pi-elektron cifti

[ Pipi
[ pi-alkil
[] Akl

Sekil 3.89. a. Im Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1m Nolu

Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

ewe

10 bilesiginin Topoizomeraz 11 Enzimleri ile Etkilesimleri

a.
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Sekil 3.90. a. 1o Nolu Bilesigin 5GWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 10 Nolu

Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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1p bilesiginin Topoizomeraz |l Enzimleri ile Etkilesimleri

ALA
AS532L

Etkilesimler Etkilesimler
I ek yuk [T Pi-elektron o I Gekici vk E Pipi
[ Hidrojen Bag [ Pipi T sekill [ | Hidrojen Bag Pi-aldl
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Sekil 3.91. a. 1p Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 1p Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

Sekil 3.92. 1p nolu bilesigin topo 1la-DNA kirig1 i¢indeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etkilesimleri pembe renk
ile gosterilmistir.).
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Sekil 3.93. 1p nolu bilesigin topo lla-DNA king: igindeki gortintiisii (Arg487, Met762 ve Ser763 ile hidrojen

baglart yesil renk ile gosterilmistir.).

1r bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimleri
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Sekil 3.94. a. 1r Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gésterimi b. 1r Nolu Bilesigin

3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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Sekil 3.95. 1r nolu bilesigin topo lla-DNA kirigr icindeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etkilesimleri pembe renk
ile gosterilmistir.).

Sekil 3.96. 1r nolu bilesigin topo lla-DNA kirigi igindeki goriintiisii (Arg487 ile hidrojen bagi yesil renk ile
gosterilmistir.).
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2a bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
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Sekil 3.97. a. 2a Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 2a Nolu Bilesigin

3QX3 enzimi ile etkilesimleri.

2b bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
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Sekil 3.98. a. 2b Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 2b Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
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2d bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
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Sekil 3.99. a. 2d Nolu Bilesigin SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gésterimi b. 2d Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri.
2e bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
a. b.
ALA
AS21
[IJJI3 GLY
Lys -“'. Lt F[:,EE A?EEG? % f,L:I . I'/‘\\\\T;I 4 \
AB14 '." n '; ‘-‘ ) R F:12 £ ,g"‘ ...... W\\}/ / o
¥ N S ) VLT
| VI\”/\{WHE : ‘H‘:Il/”‘Hua . -".'nc
P \{:‘/44_'___” _S %\ N K
L f ‘e 1
o ‘K\'/J“I ‘or ke
M e ) e
ATR2 '0 -ZII
Etkilesimler .
P Hidrojen Bag [0 Pipi T sekill s
[] C-HBaa [ Pipi .
[ Pi-katyon [ ] Pialki Etkilesimler
[ Pi-anyon [ ] Alkil P Hidrojen Bagn [ Pi-elektron ift
Di-Siiffir [ c-HBag Pipi
(5] P
[ Halojen Bags [ Pi-alidl
[ Pi-katyon [ Al

Sekil 3.100. a. 2e Nolu Bilesigin 5GWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 2e Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri
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Sekil 3.101. 2e nolu bilesigin topo lla-DNA kirig1 icindeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etilesimleri pembe renk
ile gosterilmistir.).

Sekil 3.102. 2e nolu bilesigin topo lla-DNA kirigi igindeki goriintiisii (Arg487 ile pi-katyon bagi turuncu Met762
ile pi-siilfiir bag: sar1 renk ile gosterilmistir.).
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2f bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
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Sekil 3.103. a. 2e Nolu Bilesigin 5SGWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 2e Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri

29 bilesiginin Topoizomeraz Il Enzimleri ile Etkilesimler
a. b.
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Sekil 3.104. a. 2g Nolu Bilesigin 5GWK enzimi ile etkilesimlerinin 2D diyagram ile gosterimi b. 2g Nolu
Bilesigin 3QX3 enzimi ile etkilesimleri
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Sekil 3.105. 29 nolu bilesigin topo lla-DNA kirigr i¢indeki goriintiisii (Niikleotitler ile pi etkilesimleri pembe renk
ile gosterilmistir.).

Sekil 3.106. 2g nolu bilesigin topo 1la-DNA kirig1 igindeki goriintiisii (Arg487 ile pi-katyon bagi turuncu Met762
ile pi-siilfiir bag: sar1 renk ile gosterilmistir.).
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3.3.2. Farmakofor ¢ahsmalan (Ligand Tabanh Farmakofor Olusturma

Yontemi)

Sentezlenen bilesikler, benzazol tiirevi topoizomeraz II enzim inhibitorleri
(bilesik 1a, 3¢, 3f) lizerinden ligant tabanli farmakofor olusturma ¢alismasi (HipHop
metotu) sonucu olusturulan farmakofor model 1 ile haritalandirilmis ve elde edilen
uyum degerleri (FitValues) Cizelge 3.4’de verilmistir. Bilesiklerin farmakofor

modelle birlikte {ist {iste cakistirilmig goriintiisii Sekil 3.101°de verilmistir.

Cizelge 3.4. Sentezlenen bilesiklerin Farmakofor model 1’e uyum degerleri

Bilesikler | Uyum Degeri | Aromatik Halka 1 Aromatik Halka 2 Hidrofobik HBA
la 47.58 1 1 1 1
1b 47.52 1 1 1 1
1c 47.52 1 1 1 1
1d 47.56 1 1 1 1
le 47.52 1 1 1 1
1f 47.52 1 1 1 1
19 47.52 1 1 1 1
1h 47.52 1 1 1 1
1i 47.52 1 1 1 1
1j 47.56 1 1 1 1
1k 47.56 1 1 1 1
1l 47.52 1 1 1 1
1m 47.52 1 1 1 1
1n 47.52 1 1 1 1
1o 47.56 1 1 1 1
1p 47.52 1 1 1 1
1r 47.52 1 1 1 1
2a 47.50 1 1 1 1
2b 47.56 1 1 1 1
2c 47.49 1 1 1 1
2d 47.56 1 1 1 1
2e 47.56 1 1 1 1
2f 47.56 1 1 1 1
29 47.56 1 1 1 1
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Sekil 3.107. Farmakofor 1. Aromatk halka 6zelligi lacivert, hidrofobik 6zellik sar1 ve hidrojen bag alici 6zelligi
kirmuz ile gosterilmistir.

Sekil 3.108. Sentezlenen bilesiklerin farmakofor model 1 ile tek tek haritalandiriimalari.
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2e 2f 29

Sekil 3.108 (devam) Sentezlenen bilesiklerin farmakofor model 1 ile tek tek haritalandirilmalari.

3.3.3. Bilesiklere ait Fizikokimyasal Ozelliklerin incelenmesi

Bilesiklerin fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, ila¢ kesfine giden yolda
yol gosterici bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bilesige ait molekiil agirhigi,

lipofiliklik, donebilen bag sayisi, aromatik halka sayisi gibi basit tanimlayicilarn
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degerlendirilmesiyle rasyonel kararlarn verilmesi miimkiin olmaktadir (Oprea,

Davis ve ark., 2001).

3.3.3.1. Lipinski Kurallar

Lipinski Kurallari, bir bilesigin ilag benzerligini degerlendirmek veya biyolojik
olarak aktif bir kimyasal bilesigin oral olarak kullamilabilirligini belirlemek ic¢in
kullanilan temel kurallardir (Lipinski, Lombardo ve ark., 1997; Lipinski, 2004). Bu
kurallar Lipinski ve ark., 1997 yilinda 2245 ilag etken maddesinin fizikokimyasal
Ozelliklerini analiz ettigi ¢alismalar sonunda olusturulmustur. Bu analiz sonucunda
bilesiklerin ila¢ benzeri 6zelliklere sahip olmasi ve oral olarak kullanilabilmesi i¢in

molekilin:

1. Molekiil agirliginim 500 Da altinda,

2. Oktanol/su partisyon katsayisinin (logP) 5’in altinda,

3. Toplam hidrojen bag1 verici grup sayisinin 5’in altinda,

Toplam hidrojen bagi alict grup sayisinin 10’un altinda olmas1 gerektigini ve

kurallardan en fazla bir tanesinin ihlal edilebilecegini belirtmislerdir.

Yeni ilag gelistirilmesi sirasinda, molekiilde aktivite ve selektivitenin
arttirilabilmesi i¢in optimizasyon yapilirken, bilesigin fizikokimyasal 6zelliklerinin
Lipinski'nin bu kuralina uyacak bigimde korunmasi gerektigi bildirilmistir (Oprea,
Davis ve ark., 2001). Tiim bu parametrelerin 5’in kat1 olmas1 nedeniyle bu kriterlere
Lipinski’nin 5 Kurali denilmektedir. Bu kurala uyan kii¢iik molekiiller de genel olarak

ilag-benzeri bilesik olarak siiflandirilmaktadirlar.
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3.3.3.2.Veber Kurallan

Danel Veber, 1100°den fazla ilag adayi tizerinde yaptigi ¢alismalar sonucunda

serbest donebilen baglarin sayisi, polar ylizey alant (PYA) ve hidrojen bag1 verici

(HBV) ve alict (HBA) sayilarmin ilacin oral absorpsiyonunu etkiledigini gostermistir

(\Veber, Johnson ve ark., 2002).

Veber kurallarina gore asagida verilen kriterlerden ikisine uyuldugu taktirde ilacin

yiiksek olasilikla iyi biyoyararlanim gostermesi beklenir.

1. Serbest Donebilen Bag Sayis1 < 10

2. (Polar Yiizey Alan1 < 140) veya
3. (HBV+HBA<12)

Doktora tezi

kapsaminda

sentezlenen bilesiklerin

ilag olabilirliginin

degerlendirilmesi amaciyla fizikokimyasal ozellikleri Discovery Studio 3.5

programinda hesaplanip, yukarida belirtilen kurallara uyumlar1 incelenmistir

(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Sentezlenen bilesiklerin Lipinski kuralina uyumluluklarinin degerlendirilmesi.

Bilesik No MA LogP H Donér H Akseptor
la 347.79 471 2 4
1b 343.37 4.03 2 5
1c 363.79 4.47 3 5
1d 359. 37 3.79 3 6
le 397.35 4.75 3 5
1f 373.40 4.02 2 6
19 377.82 4.70 2 5
1h 359.37 3.79 3 6
1i 422.27 478 2 5
1j 373.40 4.02 2 6
1k 361.82 5.20 2 4
1l 343.37 4.29 3 5
im 357.40 452 2 5
1n 357.40 452 2 5
lo 422.27 478 2 5
1p 437.24 4.69 2 7
1r 426.69 5.46 2 4
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2a 389.36 373 4 9
2b 403.39 3.95 3 9
2c 437.28 4.80 3 6
2d 392.83 472 3 6
2e 376.83 5.22 3 5
2f 421.29 531 3 5
29 486.15 557 3 5

Cizelge 3.6. Sentezlenen bilesiklerin Veber kuralina uyumluluklarinin degerlendirilmesi.

Serbest Donebilen

Polar Yiizey

Bilesik No Bad Sayist Alam HBD+HBA
1a 3 57.78 4
1b 4 67.01 5
1c 3 78 6
1d 4 87.24 7
1e 4 78.01 6
1f 5 76.23 6
1g 4 67 5
1h 4 87.24 7
Ti 4 67 5
1j 5 76.23 6
1k 3 57.78 4
1 3 78.01 6
im 4 67.01 5
In 4 67.01 5
1o 4 67.01 5
1p 4 1036 6
1r 3 57.78 5
2a 5 135.85 6
2b 6 124.85 9
2c 5 79.03 7
2d 5 79.03 7
2e 4 69.81 6
2f 4 69.81 6
29 4 69.81 6
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4. TARTISMA

Bu c¢aligmada benzimidazol halka sistemini igeren bilesiklerin
sentezlenmesi, yapilarinin aydmnlatilmasi, kanserli ve normal hiicre hatlarinda
sitotoksik aktiviteleri, molekiiler doking ve farmakofor modelleme
calismalariyla molekiiler etkilesme dinamiklerinin incelenmesi

gergeklestirilmistir.

Tasarlanan tiirevlerin sentezi i¢in Oncelikle  uygun benzaldehit
yapilarinin sodyum metabisiilfit tuzlar1 hazirlanmis ve 3,4-diaminobenzoik asit
ile reaksiyona sokularak 2-(4-siibstitiie fenil)-benzimidazol-5-karboksilik asit
yapilar1 elde edilmistir. Bu iirlinlerin tiyonil kloriir ile reaksiyona sokulmasi
sonucu acil kloriir tlirevleri sentezlenmistir. Elde edilen bu iiriinlerin uygun
amin veya hidrazin yapilar1 ile verdigi Schotten-Baumann reaksiyonu
sonucunda N'-(4-stibstitiie fenil)-2-(4-siibstitiie fenil)-1H-benzimidazol-5-

karboksamid/karbohidrazid sonug tiriinleri elde edilmistir.

Elde edilen bilesiklerin saflik ve yap1 analizleri; erime noktasi, ince
tabaka kromatografisi (ITK) ve 1H-NMR, kiitle ve elementel analizleri gibi

aletsel analizlerle kanitlandi.

Sentezlenen bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri Marmara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuari’ndan temin edilen kanserli hiicre
hatlar1 iizerinden incelenmis ve %36,27 ile %169,10 arasinda degisen hiicre
sagkalim degerleri elde edilmistir. Bilesiklerin neredeyse tamami kullanilan
cesitli hiicre hatlar1 lizerinde standart bilesik olarak kullanilan etopozid’den
daha 1yi sitotoksik etkiler gdstermislerdir. Bilesiklerden 1g ve 2g’nin HT-29

kolon kanserli hiicre hatt1 lizerinde sirastyla %57,90 ve %50,59 hiicre sagkalim
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degerleri ile, 1g ve 1r’nin PC-3 prostat kanser hiicre hatti {izerinde sirasiyla
%55,86 ve %57,61 hiicre sagkalim degerleri ile, 1k’nin hem HCT-116 kolon
kanserli hem de A549 akciger kanserli hiicre hatt1 iizerinde sirasiyla %50,19
ve %50,67 hiicre sagkalim degerleri ile , 2e’nin ise Raji lenfoblastik 16semi
hiicre hatt1 tizerinde %52,76 hiicre sagkalim degeri ile iyi sitotoksik etkileri
oldugu goézlenmistir. Bilesiklerden 1p’nin ise A-549, HT-29 ve K-562 kanserli
hiicre hatlar1 iizerinde sirasiyla %44,42, %42,31 ve %53,75 hiicre sagkalim
degerleri ile oldukca iyi sitotoksik etkiler gosterdigi gozlenmistir. 1b kodlu
bilesigin ise HT-29 kolon kanserli hiicre hatt1 izerinde %36,27 hiicre sagkalim
degeri ile en iyi sitotoksik aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Ayni1 hiicre hatt1
iizerinde referans ila¢ olarak kullanilan etopozidin sitotoksik etkinligi %93,97
olarak Ol¢iilmiistiir. Ayrica bilesiklerden bazilarinin sitotoksik etkinligi NIH-
3T3 non-tumoral fibroblast hiicre hatt1 {izerinde de test edilmistir. Non-tumoral
hiicre hattinda sitotoksisitesi dl¢iilen bilesiklerin tamaminin, 6zellikle 1g, 1p,
1r ve 2e gibi kanserli hiicre hatlarinda oldukga etkili bulunmus tiirevlerin
kanserli olmayan hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkilerinin diisiik olmasi
kanserli hiicrelere seciciligi olan antikanser bilesikler kesfedilebilmesi

bakimindan olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Topoziomeraz enzimleri viicutta olduk¢a yaygin dagilim gosteren ve
replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon gibi hayati hiicresel siireclerde
onemli rol oynayan enzimlerdir. DNA'nin topolojisini, bir veya iki DNA
zincirini gecici olarak kirarak, tek veya cift sarmalli DNA'y1 bu kiriktan
gecirerek ve kirik uclar1 tekrar birlestirerek degistirirler. Topoizomeraz enzim
inhibitorleri organizmada DNA iplik¢ik kiriklarinin yeniden birlestirilmesini
engelleyerek hiicre 6liimiine yol acarlar ve antiproliferatif bir etki meydana
getirirler (Wang, 2002). Bu etkileri sebebiyle DNA topoizomerazlar,
antikanser ilag gelistirme alaninda umut verici bir hedef olarak dikkat

cekmektedirler.
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Topoizomeraz enzim inhibitdrleri iki sinifa ayrilirlar: Birinci sinifta yer
alan bilesikler topo II-DNA kovalent kompleks diizeylerini artirirlar ve
fonksiyonel enzimleri 6liimciil lezyonlar haline getirdikleri i¢in bu ajanlara
topoizomeraz zehirleri denmektedir. ikinci smif bilesikler topoizomeraz
enziminin katalitik aktivitesini inhibe ederler, ancak topo Il kovalent kompleks
diizeylerinde bir artisa yol a¢madiklar1 i¢in katalitik inhibitorler olarak

adlandirilirlar (Nitiss, 2009).

Topoizomeraz IIA’nm insanlarda topoizomeraz Ilo ve topoizomeraz
IIB olmak iizere dnemli iki formu vardir. Insan topo llo ve IIB, yapilarinda
benzerlikler tasisa da, iki izoform biyolojik olarak farklidir. Oncelikle farkli
kromozomlarda iki ayr1 gen tarafindan kodlanmaktadirlar ve topo lla, agirlikl
olarak timus, bagirsak, testis, dalak kemik iligi gibi ¢ogalan dokularda ifade
edilirken, topo IIf tim insan dokularinda bulunur. Ayrica topo IIf’nin
inhibisyonunun kardiyotoksisiteyi indiiklenmesi ve sekonder malignitelere
neden olmasi sebebiyle topo Ilo’y1 segici olarak inhibe etmek kanser
tedavisinde daha ¢ok tercih edilen bir yaklasimdir (Hu, Huang ve ark., 2018).
Enzimin iki izoformu arasinda insan topo Ila ig¢in segici olan bilesiklerin
gelistirilmesi topo IIf enziminin inhibisyonundan kaynaklanan yan etkilere
bagl olarak tercih edilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla, secici topo Ila

inhibitdrleri gelistirmeye ¢alisilmaktadir.

Bu ¢aligma kapsaminda sentezlenen bilesikler yiiksek lisans ¢aligmalar1
sirasinda gergeklestirilen molekiiler modelleme calismalariyla topo II enzim
inhibitorii olarak tasarlanmislardir. Doktora c¢alismalar1 smrasinda ise
sentezlenen bilesikler arasinda segici inhibitorlerin  olup olmadigini
arastirilmistr ve bu amagla topo Ila’ya karst secici inhibitorleri
belirleyebilmek igin topo Ila. SGWK (rezoliisyon: 2,16 A) ve topo 1If 3QX3
(rezoliisyon: 3,15 A) enzimi kullanilarak  doking galismalar

gerceklestirilmistir.  Topo Il-inhibitor-DNA kompleksi, ilag ve enzim
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arasindaki giicli etkilesimler ve ayrica ilag ve DNA bazlar1 arasindaki pi
etkilesimleri ile stabilize edilir. Bu nedenle, topo II'yi hedef alan bir molekiil,
etkinlik gostermek i¢in hem proteine hem de DNA'ya baglanmalidir. Doking
caligmalar1 sonucunda c¢alisma kapsamindaki tiim bilesiklerin her iki
izoformda 60’m tizerinde gold doking skoruna ve etkinlik i¢in gerekli olan
enzim ve DNA etkilesimlerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Literatiirde yer
alan galismalarla topo lla’ya segicilik gosterecek bilesikler tasarlanmasinda
hedeflenecek aminoasit kalintilar1 tespit edilmistir. (Wu, Li ve ark., 2011,
Wendorff, Schmidt ve ark., 2012; Drwal, Marinello ve ark., 2014). Yapilan bu
calismalara gore, topo Ila ve topo IIf min baglanma bdlgesi kalintilarmin,
%91.4'lik bir sekans benzerligi ile yiiksek homolojiyi paylastigini ancak
baglanma cep kalintilarinin sadece besinin iki izoform arasinda korundugu
goriilmektedir: Thr468/ Ser483, Met762 / GIn778, Ser763 / Ala779, 11769 /
Val785 ve Ser800 / Ala816 (a / B izoformu). Treonin ile serin ve izolésin ve
valinin benzer 6zellikte aminoasitler olmalar1 sebebiyle bu kalintilarin secici
inhibitorlerin - gelistirilmesi i¢in Onemli olmayabilecegi diistiniilmiistiir.
Bununla birlikte, metiyonin ve glutamin biri hidrofobik, digeri ise polar bir
amino asit olmak iizere ¢ok farkli kimyasal 6zelliklere sahiptir. Bunun yani
sira, serin ve alanin aminoasitleri serinin potansiyel bir hidrojen bag donoérii
olmas1 sebebiyle farklilanirlar. Daha 6nce yapilmis doking calismalarindan
elde edilen topo Ila modelindeki etopozid doking pozu, Ser763 ve Met762'nin
etopozide ¢ok yakin bir yerde bulundugunu ve dolayisiyla yeni inhibitorler
tarafindan hedef alinabilecegini, ancak Ser800 kalintisinin bir topo Ila zehiri
tarafindan hedeflenmek i¢cin DNA bolinme bdlgesinden ¢ok uzak oldugu
gostermistir. Tim bu bilgilerin 1518inda, topo Ila’ya secici inhibitorler
tasarlamak icin hedef alinmasi gereken en 6nemli amino asit kalntilarinin
Ser763 ve Met762 oldugu goriilmektedir. Bilesiklerden 1f, 1g, 1i, 1k, ve 2g’nin
Met762 kalintisi ile giiclii baglar olusturdugu 2d tiirevinin Ser763 ile hidrojen
bag1 olusturdugu, sitotoksik aktivitesi en iyi oldugu tespit edilen 1p bilesiginin
ise hem Met762 hem Ser763 ile hidrojen bagi olusturdugu ancak bu
aminoasitlerin topo IIf izoformunda karsiliklar1 olan GIn778 ve Ala779 ile

herhangi bir bag olusturmadiklari tespit edilmistir. Bilesiklerden 1c, 1h, 11, 2a,
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2b, 2e ve 2f’in de Met762 ve/veya Ser763 ile hidrojen baglarinin bulundugu
ancak bu tiirevlerin aynt zamanda topo IIf izoformunda GIn778 aminoasit
kalintisma hidrojen bagi ile tutunduklari goriilmiistiir. Bu nedenlerle
bilesiklerden 1f, 1g, 1i, 1k, 1p ve 2¢’nin topo Ila enziminin se¢ici inhibitori
olabilecekleri diistiniilmektedir. Segici inhibitor olduklar: disiiniilen 1g, 1k, 1p
ve 2¢’nin ayni zamanda sitotoksisite sonuglar1 en iyi bilesiklerden olmalar1

ileri caligmalar i¢in umut vaat eden sonuglar elde edildigini gostermektedir.

Ayrica ¢aligma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin Lipinski ve Veber
kurallarina uygunlugu incelenmis ve tiim tiirevlerin kurallara uyum sagladig:

gozlenmistir. Boylece bilesiklerin ilag olabilirligini de ortaya konmusur.

Bilesiklerin sitotoksik aktivitelerinin tayini i¢in kanserli hiicre hatlar1
secilirken 6zellikle topo II enziminin yliksek oranda ifade edildigi hiicre hatlar
tercih edilmistir. Bu amagla A549 (akciger), MCF-7 (meme), PC-3 (prostat),
HCT-116 (kolon), HT-29 (kolon), HelLa (serviks), K562 (kronik miyeloid
16semi), Raji (akut lenfoblastik 16semi) kanserli hiicre hatlar1 kullanilarak
bilesiklerin antikanserojenik etkileri test edilmistir. Topo lla segici
inhibitdrlerinin tasarlanmasi boliimiinde de belirtildigi gibi, Topo o agirlikl
olarak timus, bagirsak, testis, dalak ve kemik iligi gibi ¢ogalan dokularda
eksprese edilirken, topo IIB tiim insan dokularinda bulunur. Bu nedenle
bilesiklerin 6zellikle PC-3 (prostat), HCT-116 (kolon), HT-29 (kolon), Raji
(akut lenfoblastik 16semi) kanser hiicre hatlari tizerinde iyi sitotoksik
aktiviteler gostermesi topo lla segici inhibitdrii olduklari diislincesini

desteklemektedir.

Bu calisma kapsaminda sentezlenen tiirevler, benzazol tiirevi
topoizomeraz 11 inhibitorii olduklari bilinen bilesiklerle elde edilen farmakofor

model ile haritalandirilarak bilesiklerin topoizomeraz II inhibitdrleri ile ortak
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konformasyonel Ozellikleri tespit edilmistir. Farmakofor model 1 ile
haritalandirilma sonucunda bilesiklerin hepsinin 47,50-47,58 arasinda degisen
uyum degerleri ile referans bilesiklere ¢cok yakin bir sekilde (48.07-48.54)
modele uygunluklar1 tespit edilmistir. Bdylece bilesiklerin etki mekanizmalar1
da doktora c¢aligmasi kapsaminda yapilan bu molekiiler modelleme

calismalariyla agiklanmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yiriitilen bu c¢alisma kapsaminda 17 adet orjinal 5-karboksamid
benzimidazol tiirevi (la-r) ve 7 adet orjinal 5-karbohidrazid benzimidazol
tiirevi sonug iriin (2a-g) sentezlenmis; yapilar1 1H-NMR, MASS, elementel
analiz yontemleri kullanilarak aydinlatilmig ve in vitro ortamda kanser hiicre
hatlar1 A549 (akciger), MCF-7 (meme), PC-3 (prostat), HCT-116 (kolon), HT-
29 (kolon), HeLa (serviks), K562 (kronik miyeloid 16semi), Raji (akut
lenfoblastik 16semi) kanserli hiicre hatlar1 tizerinden sitotoksik aktiviteleri
referans ilag olarak etopozid ile karsilastirilarak incelenmistir. Ayrica in vitro
ortamda non-tumoral fibroblast hiicre hatlar1 (NIH-3T3) ilizerindeki sitotoksik
etkileri bilesiklerin normal hiicrelere sitotoksisitesini tespit edebilmek
amaciyla incelenmistir. Topoizomeraz II enziminin iki izoformu olan Ila
(pdb:5GWK) ve T1If (pdb:3QX3) iizerinden yapilan molekiiler doking
calismalariyla enzimle bilesiklerin etkilesim dinamikleri incelenmis ve
benzazol tiirevi topoizomeraz II inhibitorleri kullanilarak olusturulan
farmakofor model {izerinden etkiden sorumlu atom ve atom gruplari

tanimlanmaya caligilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin MTT testi ile Olgiilen sitotoksik etkileri %
hiicre sagkalim degerleri olarak incelendiginde %36,27 ile %169,10 arasinda %
hiicre sagkalim degerleri elde edilmis ve bilesiklerin ¢ogunlugunun standart ilag
olarak kullanilan etopozid’den daha iyi etkinlik gosterdigi goézlenmistir.
Doktora tezi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin 6zellikle kolon kanserli
hiicre hatlar1 (HT-29 ve HCT-116) iizerinde oldukga iyi sitotoksik etkileri
oldugu tespit edilmistir. Bunun disinda akciger, akut miyeloid 16semi, prostat,
lenfoblastik lenfoma kanserli hiicre hatlar1 tlizerinde de etkili tiirevler
bulundugu gozlenmistir. Bilesiklerden 6zellikle 1b, 1g, 1k, 1p, 1r, 2e ve 2g ile

umut vaadedici sonuglar elde edilmistir. Ayrica etkili bilesiklerden testi
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yapilan 1g, 1p, 1r ve 2e’nin NIH-3T3 non-tumoral fibroblast hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gostermemesi etkinligin se¢iciligi agisindan timit verici

olmustur.

Topo Io (pdb:5GWK) ve topo IIf (pdb:3QX3) enziminin DNA ve
etoposit ile kompleks kristal formu kullanilarak doking ¢alismalar1 sonucunda
tiim bilesiklerin etkili doking skorlara ve enzim-DNA kompleksi ile gii¢li
baglantilara sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan doking caligmalarinda
topoizomeraz enziminde bulunan Arg487/Arg503, Asp463/AspaT9,
Met762/GIn778, Ser763/Ala779 ve aminoasit kalintilarnin ve DNA kirigi
etrafindaki DNA pargalar1 DC8, DT9, DAI12, DGI3 niikleotitlerinin
aktiviteden sorumlu kalintilar olarak 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Yapilan doking
calismalarinda etkili bulunan tiim bilesiklerin bu kalmntilar ile giliclii baglantilar
olusturdugu goriilmektedir. Ayrica literatiirlerde yer alan caligmalar topo
lla’ya secicilik gosterecek bilesikler tasarlanmasinda hedeflenecek aminoasit
kalmtilarmin  Met762/ GIn778, Ser763/Ala779 ve Ser800/Ala816 (o/f
izoformu) oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerden 1f, 1g, 1i, 1k, ve 2g’nin
Met762 kalintist ile giiglii baglar olusturdugu 2d tiirevinin Ser763 ile hidrojen
bagi olusturdugu, sitotoksik aktivitesi ¢ok giiglii oldugu tespit edilen 1p
bilesiginin ise hem Met762 hem Ser763 ile hidrojen bagi olusturdugu ancak bu
aminoasitlerin topo IIf izoformunda karsiliklar1 olan GIn778 ve Ala779 ile
herhangi bir bag olusturmadiklar1 tespit edilmistir. Bilesiklerden 1c, 1h, 11, 2a,
2b, 2e ve 2f’in de Met762 ve/veya Ser763 ile hidrojen baglarmnin bulundugu
ancak bu tiirevlerin aynt zamanda topo IIf izoformunda GIn778 aminoasit

kalintisina hidrojen bagi ile tutunduklar1 goriilmiistiir.

Bilesiklerin ortak konformasyonel o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
yapilan farmakofor analiz ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen farmakofor model
1 ile haritalandirilma sonucunda bilesiklerin hepsinin 47,50-47,58 arasinda

degisen uyum degerleri ile referans bilesiklere ¢cok yakin bir sekilde (48.07-
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48.54) modele uygunluklar1 tespit edilmistir. Bilesiklerinin ¢ogunun
amid/hidrazid grubundaki karbonil grubundaki oksijen atomu {izerinden
onemli aminoasit kalintilartyla hidrojen bagi olusturmasinin yani sira tim
bilesiklerin farmakofor modeldeki hidrojen bag alicisi 6zelligine bu atom
iizerinden oturmasi doking ve farmakofor analiz ¢alismalarmnin birbiri ile
uyustugu ve birbirini destekledigini gostermektedir. Ayrica bilesiklerinin
genelinin benzimidazol ana halkast tlizerinden DNA pargalar1 ile pi
etkilesimleri gostermesi ve farmakofordaki aromatik halka 6zelliginin bu halka
iizerinde ayni sekilde molekiiler modelleme sonuclarinin tutarliligmi ve

birbirini destekledigini gostermektedir.

Yapilan doking calismalari sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda
bilesiklerin etkilerini topoizomeraz II enzimi tizerinden
gerceklestirebilecekleri ortaya konmustur. Ayrica bilesiklerden 1f, 1g, 1i, 1k
ve 29’nin topo Ila enziminin segici inhibitorii olabilecekleri diisiiniilmektedir.
Bu ¢alisma ayrica topo Ila segici inhibitorii olarak etki gosterecek yeni ve daha

gliclii antitlimor ajanlar1 tasarlamak i¢in bir model olusturmaktadir.

Bu doktora calismasi kapsaminda sentezlenmis olan bilesiklerin
gostermis oldugu potent etkinin, topoizomeraz II inhibisyonu ile ilgili oldugu
molekiiler modelleme ¢alismalariyla gosterilmis olup, topoizomeraz lla
enziminin se¢ici inhibitérii oldugu diisliniilen tiirevlerin etkinligini ortaya
koymak {lizere topoizomeraz Ila ve IIf enzim kiti ile enzimatik inhibisyon
diizeyinin de arastirilmasi ve etki ¢alismalarina in vivo hayvan testleri ile

devam edilmesi bundan sonraki ¢aligmalar i¢in planlanmustir.
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OZET

Baz1 Yeni Heterosiklik Bilesiklerin Sentezi, Yap1 Aydinlatmalari, Antikanser Etki,
Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarim Cahsmalari

Bu ¢aligmada, 17 adet orjinal 5-karboksamid benzimidazol tiirevi ve 7 adet orjinal 5-
karbohidrazid toplam 24 adet benzimidazol tiirevi sonu¢ {riin sentezlenmis ve in vitro
sitotoksik aktiviteleri tayin edilmistir. Sonug iriinlerin sentezi igin, uygun benzaldehit
yapilarinin sodyum metabisiilfit tuzlar1 hazirlanmis ve 3,4-diamino benzoik asit ile reaskiyona
sokularak 2-(4-siibstitiie fenil)-benzimidazol-5-karboksilik asit yapilar1 elde edilmistir. Bu
trtinlerin tiyonil kloriir ile reaksiyona sokulmasi sonucu agil kloriir tiirevleri sentezlenmistir.
Elde edilen bu iiriinlerin uygun amin veya hidrazin yapilari ile verdigi reaksiyon sonucunda
hedeflenen bilesikler elde edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin safliklart ITK ile kontrol edildikten sonra erime noktalar
saptanmus ve yapilari, ‘H-NMR, MASS ve elementel analiz sonuglari ile aydinlatilmistir.

Bilesiklerin hiicre sagkalimi tizerindeki in vitro sitotoksik etkileri, insan kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, A549, insan meme kanseri, MCF-7, insan prostat kanseri hiicresi,
PC-3, insan kolon karsinomu, HT-29 ve HCT-116, insan servikal karsinomu, HelLa, insan
kronik miyeloid 16semi, K562 ve insan akut lenfoblastik 16semi, Raji hiicreleri kullanilarak 10
uM konsantrasyonda belirlenmistir. Bu ¢alismada antiproliferatif analiz olarak MTT testi
kullamilmuistir. Birincil taramada iyi inhibisyon sergileyen bilesikler daha sonra, ikinci
asamada, fare embriyonik fibroblast hiicre hattt NIH-3T3 kullanilarak hiicre canlilig: agisindan
degerlendirilmistir. Bilesiklerden 1g ve 2g, HT-29 hiicre hatt1 {izerinde referans bilesik
etopositten daha iyi sitotoksik aktivite sergilemistir. Bilesik 1k, HCT-116 ve A549 hiicre
hatlarinda etopositten daha iyi sitotoksik aktivite gostermistir. Bilesik 2e’nin, Raji hiicre
hattinda ve bilesik 1g ve 1r’nin ise PC-3 hiicre hattinda iyi sitotoksik aktivite gosterdigi tespit
edilmigtir. Bilesik 1p A549, HT-29 ve K-562 hiicre hatlarinda kayda deger sitotoksik
aktiviteler sergiledigi belirlenmistir. Ttm bilesikler arasinda, 1b, HT-29 hiicre hattinda
gosterdigi %36,27 hiicre canlilig1 degeri ile en aktif olan tiirevdir. Diger bazi bilesikler de bu
hiicre hatlar1 izerinde referans bilesik kadar iyi sitotoksik aktivitelere sahiptir.

Sentezlenen bilesiklerin molekiiler etkilesme dinamiklerinin incelenmesi igin
Topoisomeraz Ila (pdb:5GWK) ve topoizomeraz I (pdb:3QX3) enzimleri kullamlarak
molekiiler modelleme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Enzimin iki farkli izoformu ile
yiiriitiilen molekiiler doking calismalariyla, bilesiklerin baglanma 6zelliklerini tanimlanmaya
calisilmis ve Topoisomeraz Ila’ya secici inhibisyon gosteren bilesikler tespit edilmeye
calisilmistir. Daha sonra Topoizomeraz II’ye etkili oldugu bilinen benzazol yapisinda
bilesikler kullanilarak farmakofor model gelistirilmistir. Sonrasinda sentezlenen bilesikler
olusturulan bu farmakofor modellerle haritalandirilmstir.

Anahtar Sozciikler: Benzimidazol, Topoisomeraz Il, Antikanser, Molekiiler Doking,
Farmakofor Analiz

183



SUMMARY

Synthesis, Structure Elucidation, Chemotherapeutic Activity, Computer Aided Drug
Desing Studies of Some New Heterocyclic Compounds

In this study, 17 original 5-carboxamide and 7 original 5-carbohydrazide in total 24
benzimidazole derived products were synthesized and their in vitro cytotoxic activities were
determined. For the synthesis of the final products, sodium metabisulphite salts of the
appropriate benzaldehyde structures were prepared and reacted with 3,4-diamino benzoic acid
to yield 2- (4-substituted phenyl) benzimidazole-5-carboxylic acid derivatives. The reaction
of these products with thionyl chloride resulted in the formation of acyl chloride derivatives.
As a result of the reaction of these products with suitable amine or hydrazine structures,
targeted benzimidazole derivatives were prepared.

The purity of the synthesized compounds has been controlled by TLC and their melting
points were determined. Their structures were elucidated by using *H-NMR, Mass and
Elemental Analysis methods.

The in vitro cytotoxic effects of the compounds on cell survival were determined using
human non-small cell lung cancer, A549, human breast cancer, MCF-7, human prostate cancer
cell, PC-3, human colon carcinoma, HT-29 and HCT-116, human cervical carcinoma, HeLa,
human chronic myelogenous leukemia, K562 and human acute lymphoblastic leukemia, Raji
at 10 um concentration. MTT assay was the antiproliferative assay employed in this study. The
compounds which exhibited good inhibition in the primary screen were then evaluated for cell
viability in the second stage by using the mouse embryonic fibroblast cell line NIH-3T3.
Compounds 1g and 2g exhibit better cytotoxic activities than the reference compound
etoposide on HT-29 cell line, compound 1k exhibit better cytotoxic activities than etoposide
on both HCT-116 and A549 cell lines, compound 2e exhibit good cytotoxic activity on Raji
cell line and compound 1g and 1r exhibit good cytotoxic activities on PC-3 cell line.
Compound 1p exhibit remarkable cytotoxic activities on A549, HT-29 ve K-562 cell lines.
Among them, compound 1b is the most active with the %36,27 cell viabilitiy value on HT-29
cell line. Some other compounds have also good cytotoxic activity as well as reference
compound etoposide.

Molecular modeling studies were performed using topoisomerase Ila (pdb: 5GWK) and
topoisomerase IIf3 (pdb: 3QX3) enzymes to investigate the molecular interaction dynamics of
the synthesized compounds. The molecular docking studies carried out with two different
isoforms of the enzyme in order to identify the binding modes of the compounds and to
determine selective inhibitiors of topoisomerase Ila. Pharmacophore models generated using
several active benzazole derivative inhibitors. Afterwards the synthesized compounds were
mapped onto to these generated pharmacophore model.

Key Words: Benzimidazole, Topoisomerase IlI, Anticancer, Molecular Docking,
Pharmacophore Analysis

184



KAYNAKLAR

AKBAY A, OREN I, TEMIZ-ARPACI O, AKI-SENER E, YALCIN I (2003). Synthesis and
HIV-1 Reverse Transcriptase Inhibitor Activity of Some 2,5,6-Substituted
Benzoxazole, Benzimidazole, Benzothiazole And Oxazolo(4,5-B)Pyridine
Derivatives. Arzneimittelforschung 53(04): 266-271.

AKHTAR MJ, SIDDIQUI AA, KHAN AA, ALI A, DEWANGAN RP, PASHA S, YAR MS
(2017). Design, Synthesis, Docking and Qsar Study of Substituted Benzimidazole
Linked Oxadiazole as Cytotoxic Agents, EGFR and ERBB2 Receptor Inhibitors.
European Journal of Medicinal Chemistry 126: 853-869.

AL-ANSARY GH, ELDEHNA WM, GHABBOUR HA, AL-RASHOOD STA, AL-
RASHOOD KA, ELADWY RA, AL-DHFYAN A, KABIL MM, ABDEL-AZIZ HA
(2017). Cancer Stem Cells CD133 Inhibition and Cytotoxicity of Certain 3-
Phenylthiazolo[3,2-A] Benzimidazoles: Design, Direct Synthesis, Crystal Study And
In Vitro Biological Evaluation. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry 32(1): 986-991.

ALP M, GOKER H, OZKAN T, SUNGUROGLU A (2014). Synthesis And Cytotoxic
Evaluation of Novel N-Substituted Amidino-1-Hydroxybenzimidazole Derivatives.
Archives Of Pharmacal Research 37(5): 580-587.

ANDOH T (1998). Bis(2,6-Dioxopiperazines), Catalytic Inhibitors of DNA Topoisomerase
11, as Molecular Probes, Cardiprotectors And Antitumor Drugs. Biochimie 80(3): 235-
246.

ARNAU N, ARREDONDO Y, MORENO-MANAS M, PLEIXATS R, VILLARROYA M
(1995). Palladium(0)-Catalyzed Allylation of 4(5)-Substituted Imidazoles, 5(6)-
Substituted Benzimidazoles, Benzotriazole And 5(6)-Methylbenzotriazole. Journal
Of Heterocyclic Chemistry 32(4):1325-1334.

ASANO T, NAKAMURA K, FUJII H, HORICHI N, OHMORI T, HASEGAWA K, ISOE T,
ADACHI M, OTAKE N, FUKUNAGA Y (2005). Altered Expression of
Topoisomerase Ilalpha Contributes To Cross-Resistant to Etoposide K562/Mx2 Cell
Line By Aberrant Methylation. British Journal of Cancer 92(8): 1486-1492.

AZAROVA AM, LYU YL, LIN C-P, TSAI Y-C,. LAU JY-N, WANG JC, LIU LF (2007).
Roles of DNA Topoisomerase Il lIsozymes In Chemotherapy and Secondary
Malignancies. Proceedings of The National Academy of Sciences of The United States
of America 104(26): 11014-11019.

185



BAGULEY BC., DENNY WA, ATWELL GJ, FINLAY GJ, REWCASTLE GW, TWIGDEN
SJ, WILSON WR (1984). Synthes1s, Antitumor Activity and DNA Binding Properties
of a New Derivative Of Amsacrine, N-5-Dimethyl-9-[(2-Methoxy-4-Methylsulfonyl-
amino)Phenylamino]-4-Acridinecarboxamide. Cancer Research 44(8): 3245-3251.

BAGULEY BC, FERGUSON LR (1998). Mutagenic Properties of Topoisomerase-Targeted
Drugs. Biochimica Et Biophysica Acta (Bba) - Gene Structure And Expression
1400(1): 213-222.

BANSAL Y, SILAKARI O (2012). The Therapeutic Journey Of Benzimidazoles: A Review.
Bioorganic & Medicinal Chemistry 20(21): 6208-6236.

BAO, X.-L., W.-B. ZHU, T.-L. SHAN, Z. WU, R.-J. ZHANG, P.-Y. LIAO, M.-Z. ZHENG,
H.-S. TANG, Y.-J. YAN AND Z.-L. CHEN (2017). Design, Synthesis And Evaluation
of Novel Angiotensin Il Receptor 1 Antagonists with Antihypertensive Activities. RSC
Advances 7(42): 26401-26410.

BEEKMAN AC, BARENTSEN ARW, WOERDENBAG HJ, VAN UDEN W, PRAS N,
KONINGS AWT, EL-FERALY FS, GALAL AM, WIKSTROM HV (1997).
Stereochemistry-Dependent Cytotoxicity of Some Artemisinin Derivatives. Journal
Of Natural Products 60(4): 325-330.

BEN DD, PALUMBO M, ZAGOTTO G, CAPRANICO G, MORO S (2007). DNA
Topoisomerase Il Structures And Anthracycline Activity: Insights Into Ternary
Complex Formation. Current Pharmaceutical Design 13(27): 2766-2780.

BENDER RP, JABLONKSY MJ, SHADID M, ROMAINE I, DUNLAP N, ANKLIN C,
GRAVES DE, OSHEROFF N (2008). Substituents on Etoposide That Interact With
Human Topoisomerase llalpha In The Binary Enzyme-Drug Complex: Contributions
To Etoposide Binding And Activity. Biochemustry 47(15): 4501-4509.

BORRIELLO L, MONTES M, LEPELLETIER Y, LEFORBAN B, LIU W-Q, DEMANGE
L, DELHOMME B, PAVONI S, JARRAY R, BOUCHER JL, DUFOUR S,
HERMINE O, GARBAY C, HADJ-SLIMANE R, RAYNAUD F (2014). Structure-
Based Discovery of a Small Non-Peptidic Neuropilins Antagonist Exerting In Vitro
and In Vivo Anti-Tumor Activity on Breast Cancer Model. Cancer Letters 349(2):
120-127.

CAPRANICO G, BUTELLI E, ZUNINO F (1995). Change of The Sequence Specificity of
Daunorubicin-Stimulated Topoisomerase Il DNA Cleavage by Epimerization of the
Amino Group of The Sugar Moiety. Cancer Research 55(2): 312-317.

CHAMPOUX JJ (2001). DNA Topoisomerases: Structure, Function, and Mechanism. Annual
Review of Biochemistry 70(1): 369-413.

CHEN AY, YU C, GATTO B, LIU LF (1993). DNA Minor Groove-Binding Ligands: A
Different Class of Mammalian DNA Topoisomerase | Inhibitors. Proceedings of The
National Academy of Sciences of The United States of America 90(17): 8131-8135.

186



CHEN GF, DONG XY, MENG FzZ, CHEN BH, LI J-T, WANG SX, BAI GY (2012).
Synthesis of 2-Substituted Benzimidazoles Catalyzed By FeCls/Al,O; Under
Ultrasonic Irradiation. Letters In Organic Chemistry 8(7): 464-4609.

CHEN SH, CHAN N-L, HSIEH T-S (2013). New Mechanistic And Functional Insights Into
DNA Topoisomerases. Annual Review Of Biochemustry 82(1): 139-170.

CHENE P, RUDLOFF J, SCHOEPFER J, FURET P, MEIER P, QIAN Z, SCHLAEPPI, J-M,
SCHMITZ R, RADIMERSKI T (2009). Catalytic Inhibition of Topoisomerase Il By
A Novel Rationally Designed ATP-Competitive Purine Analogue. BMC Chemical
Biology 9: 1-1.

CHOI HJ, FUKUI M, ZHU BT (2011). Role Of Cyclin B1/CDC2 Up-Regulation In The
Development Of Mitotic Prometaphase Arrest In Human Breast Cancer Cells Treated
With Nocodazole. Plos One 6(8): E24312.

CHOI HJ, ZHU BT (2012). Role Of Cyclin B1/CDC2 In Mediating Bcl-XL Phosphorylation
And Apoptotic Cell Death Following Nocodazole-Induced Mitotic Arrest. Molecular
Carcinogenesis 53(2): 125-137.

CHU B, LIUF, LI L, DING C, CHEN K, SUN Q, SHEN Z, TAN Y, TAN C, JIANG Y
(2015). A Benzimidazole Derivative Exhibiting Antitumor Activity Blocks EGFR
And HER2 Activity and Upregulates DR5 In Breast Cancer Cells. Cell Death &
Disease 6(3): E1686-E1686.

CIRILLI M, BACHECHI F, UGHETTO G, COLONNA FP, CAPOBIANCO ML (1993).
Interactions Between Morpholinyl Anthracyclines and DNA: The Crystal Structure of
a Morpholino Doxorubicin Bound to d(CGTACG). Journal of Molecular Biology
230(3): 878-889.

CZARNY A, BOYKIN DW, WOOD AA, NUNN CM, NEIDLE S, ZHAO M, WILSON WD
(1995). Analysis of van der Waals and Electrostatic Contributions in the Interactions
of Minor Groove Binding Benzimidazoles With DNA. Journal of The American
Chemical Society 117(16): 4716-4717.

DELORD JP, BENNOUNA J, DIERAS V, CAMPONE M, LEFRESNE F, ASLANIS V,
DOUILLARD J-Y (2007). First-In-Man Study of Tafluposide, A Novel Inhibitor of
Topoisomerase | And Il. Molecular Cancer Therapeutics 6 (11 Supplement): A138.

DEWEESE JE, OSHEROFF N (2009). The DNA Cleavage Reaction of Topoisomerase II:
Wolf In Sheep's Clothing. Nucleic Acids Research 37(3): 738-748.

DEY M, DEB K, DHAR SS (2011). Vo(Acac)2 Catalyzed Condensation of O-
Phenylenediamine With Aromatic Carboxylic Acids/Aldehydes Under Microwave
Radiation Affording Benzimidazoles. Chinese Chemical Letters 22(3): 296-299.

187



DILIP D, TAI-LIN C, YI-WEN L, TSAI-Y1 Y, MING-HSI W, TUNG-HU T, KRUNAL M,
RAJESH K, TE-CHANG L, ANAMIK S, TSANN-LONG S (2017). Novel N-
Mustard-Benzimidazoles /Benzothiazoles Hybrids, Synthesis And Anticancer
Evaluation. Anti-Cancer Agents In Medicinal Chemistry 17(13): 1741-1755.

DOBROSOTSKAYA |, HAMMER G, SCHTEINGART D, MATUREN K, WORDEN F
(2011). Mebendazole Monotherapy And Long-Term Disease Control In Metastatic
Adrenocortical Carcinoma. Endocrine Practice 17(3): 59-62.

DRWAL MN, MARINELLO J, MANZO SG, WAKELIN LPG, CAPRANICO G, GRIFFITH
R (2014). Novel DNA Topoisomerase Ila Inhibitors From Combined Ligand-And
Structure-Based Virtual Screening. Plos One 9(12): E114904.

DUBEY R, HARI NARAYANA MOORTHY NS (2007). Comparative Studies On
Conventional And Microwave Assisted Synthesis Of Benzimidazole And Their 2-
Substituted Derivative With The Effect Of Salt Form Of Reactant. Chemical And
Pharmaceutical Bulletin 55(1): 115-117.

EL-NASSAN HB (2012). Synthesis, Antitumor Activity and SAR Study Of Novel
[1,2,4]Triazino[4,5-A]Benzimidazole Derivatives. European Journal of Medicinal
Chemistry 53: 22-27.

ELDERFIELD RC, KREYSA FJ (1948). The Reaction of O-Phenylenediamine and of 8-
Amino-1,2,3,4-Tetrahydroquinoline Derivatives with Carbonyl Compounds. Journal
of The American Chemical Society 70(1): 44-48.

ELDERFIELD RC, MCCARTHY JR (1951). The Reaction of O-Phenylenediamines with
Carbonyl Compounds. 1l. Aliphatic Ketones®. Journal of The American Chemical
Society 73(3): 975-984.

FARR CJ, ANTONIOU-KOUROUNIOTI M, MIMMACK ML, VOLKOV A, PORTER ACG
(2014). The a Isoform of Topoisomerase Il Is Required For Hypercompaction Of
Mitotic Chromosomes In Human Cells. Nucleic Acids Research 42(7): 4414-4426.

FONSECA T, GIGANTE B, MARQUES MM, GILCHRIST TL, DE CLERCQ E (2004).
Synthesis and Antiviral Evaluation of Benzimidazoles, Quinoxalines and Indoles
From Dehydroabietic Acid. Bioorganic & Medicinal Chemistry 12(1): 103-112.

FORTUNE JM, OSHEROFF N (1998). Merbarone Inhibits The Catalytic Activity of Human
Topoisomerase 11 By Blocking DNA Cleavage. J Biol Chem. 273(28):17643-17650.

GABA M, GABA P, UPPAL D, DHINGRA N, BAHIA MS, SILAKARI O, MOHAN C
(2015). Benzimidazole Derivatives: Search For Gl-Friendly Anti-Inflammatory
Analgesic Agents. Acta Pharmaceutica Sinica. B 5(4): 337-342.

188



GABA M, MOHAN C (2016). Development of Drugs Based On Imidazole And
Benzimidazole Bioactive Heterocycles: Recent Advances And Future Directions.
Medicinal Chemistry Research 25(2): 173-210.

GAO YG, LIAW YC, LI YK, VAN DER MAREL GA, VAN BOOM JH, WANG AH (1991).
Facile Formation of A Crosslinked Adduct Between DNA and the Daunorubicin
Derivative MAR70 Mediated by Formaldehyde: Molecular Structure of The MAR70-
D(CGTnACG) Covalent Adduct. Proceedings of The National Academy of Sciences
of The United States of America 88(11): 4845-4849.

GHALIE RG, EDAN G, LAURENT M, MAUCH E, EISENMAN S, HARTUNG HP,
GONSETTE RE, BUTINE MD, GOODKIN DE (2002). Cardiac Adverse Effects
Associated with Mitoxantrone (Novantrone) Therapy In Patients with MS. Neurology
59(6): 909-913.

GIRIBY, PRABAVATHI DEVI BLA, GANGADHAR KN, LAKSHMI KV, PRASAD RBN,
LINGAIAH N, SAI PRASAD PS (2007). Simple And Efficient Method For The
Synthesis of Benzimidazole Derivatives Using Monoammonium Salt of 12-
Tungstophosphoric Acid. Synthetic Communications 37(14): 2331-2336.

GOWDA NRT, KAVITHA CV, CHIRUVELLA KK, JOY O, RANGAPPA KS,
RAGHAVAN SC (2009). Synthesis And Biological Evaluation Of Novel 1-(4-
Methoxyphenethyl)-1H-Benzimidazole-5-Carboxylic Acid Derivatives and Their
Precursors As Antileukemic Agents. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters
19(16): 4594-4600.

GOKER H, ALP M, ATES-ALAGOZ Z, YILDIZ S (2009). Synthesis And Potent Antifungal
Activity Against Candida Species of Some Novel 1H-Benzimidazoles. Journal Of
Heterocyclic Chemistry 46(5): 936-948.

GOKER H, KUS C (1995). Synthesis Of 1,2,5(6)-Trisubstituted Benzimidazoles and
Evaluation of Their Antimicrobial Activities. Archiv Der Pharmazie 328: 425-430.

GOKER H, OZDEN S, YILDIZ S, BOYKIN DW (2005). Synthesis and Potent Antibacterial
Activity Against MRSA of Some Novel 1,2-Disubstituted-1H-Benzimidazole-N-
Alkylated-5-Carboxamidines. European Journal Of Medicinal Chemistry 40(10):
1062-1069.

GREEN H, DAY AR (1942). The Tautomeric Character Of The Imidazole Ring. Journal of
The American Chemical Society 64(5): 1167-1173.

GUND T, COHEN NC (1996). 3-Molecular Modeling of Small Molecules. Guidebook On
Molecular Modeling In Drug Design. San Diego, Academic Press: 55-92.

GUPTA S, GOUW L, WRIGHT J, CHAWLA S, PITT D, WADE M, BOUCHER K,
SHARMA S (2016). "Phase Il Study of Amrubicin (SM-5887), A Synthetic 9-
Aminoanthracycline, As First Line Treatment In Patients with Metastatic or

189



Unresectable Soft Tissue Sarcoma: Durable Response In Myxoid Liposarcoma with
TLS-CHOP. Translocation Investigational New Drugs 34(2): 243-252.

GURKAN-ALP AS, GOKER H, ALP M, OZKAN T, SUNGUROGLU A(2015). Synthesis
and Anticancer Effects of Some Novel 2-(4-Phenoxyphenyl)-1H-Benzimidazole
Derivatives on K562 Cell Line. Archives Of Pharmacal Research 38(5): 650-658.

HASANINEJAD A, NIKNAM K, ZARE A, FARSIMADAN E, SHEKOUHY M (2008).
Silphox [POCI;—n(SiO2)n] as a New, Efficient, And Heterogeneous Reagent For The
Synthesis of Benzimidazole Derivatives Under Microwave Irradiation. Phosphorus,
Sulfur, And Silicon And The Related Elements 184(1): 147-155.

HEGDE M, SHARATH KUMAR KS, THOMAS E, ANANDA H, RAGHAVAN SC,
ANGAPPA KS (2015). A Novel Benzimidazole Derivative Binds to the DNA Minor
Groove and Induces Apoptosis In Leukemic Cells. RSC Advances 5(113): 93194-
93208.

HEIN DW, ALHEIM RJ, LEAVITT JJ (1957). The Use of Polyphosphoric Acid in the
Synthesis of 2-Aryl- And 2-Alkyl-Substituted Benzimidazoles, Benzoxazoles And
Benzothiazoles®. Journal of The American Chemical Society 79(2): 427-429.

HEINZ BA, VANCE LM (1995). The Antiviral Compound Enviroxime Targets The 3a
Coding Region Of Rhinovirus And Poliovirus. Journal Of Virology 69(7): 4189-4197.

HINSBERG O (1886). Zur Constitution Der Aldehydine. Berichte Der Deutschen Chemischen
Gesellschaft 19(2): 2025-2027.

HISANO T, ICHIKAWA M (1974). Acidic Properties of Benzimidazoles and Substituents
Effects. I. Correlation Between Acid Dissociations and Hydrogen Bondings of Some
Benzimidazoles. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 22(8): 1923-1927.

HOFFMANN K (1953). Imidazole And Its Derivatives. Interscience Publishers, INC, NEW
YORK.

HOLLOWAY GA, BAELL JB, FAIRLAMB AH, NOVELLO PM, PARISOT JP,
RICHARDSON J, WATSON KG, STREET IP (2007). Discovery of 2-
Iminobenzimidazoles as a New Class of Trypanothione Reductase Inhibitor by High-
Throughput Screening. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 17(5): 1422-1427.

HOTINSKI AK, LEWIS ID, ROSS DM (2015). Vosaroxin Is A Novel Topoisomerase-I|
Inhibitor with Efficacy In Relapsed And Refractory Acute Myeloid Leukaemia.
Expert Opinion On Pharmacotherapy 16(9): 1395-1402.

HOWELL JR, RASMUSSEN M (1993). Heterocyclic Ambident Nucleophiles. V. Alkylation
of Benzimidazoles. Aust. J. Chem. 46: 1177-1191.

190



HU W, HUANG XS, WU JF, YANG L, ZHENG YT, SHEN YM, LI ZY, LI X (2018).
Discovery Of Novel Topoisomerase Il Inhibitors By Medicinal Chemistry
Approaches. Journal of Medicinal Chemistry 61(20): 8947-8980.

IEMURA R, HORI M, OHTAKA H (1989). Syntheses of the Metabolites of 1-(2-
Ethoxyethyl)-2-(Hexahydro-4-Methyl-1H-1,4-Diazepin-1-yl)-1H-Benzimida-Zole
Difumarate (KG-2413) and Related Compounds. Chemical & Pharmaceutical
Bulletin 37(4): 962-966.

ISAMBERT N, CAMPONE M, BOURBOULOUX E, DROUIN M, MAJOR A, YIN W,
LOADMAN P, CAPIZZI R, GRIESHABER C, FUMOLEAU P (2010). Evaluation
of the Safety of C-1311 (Symadex) Administered In A Phase 1 Dose Escalation Trial
As A Weekly Infusion For 3 Consecutive Weeks In Patients With Advanced Solid
Tumours. European Journal Of Cancer 46(4): 729-734.

IWAHI T, SATOH H, NAKAO M, IWASAKI T, YAMAZAKI T, KUBO K, TAMURA T,
IMADA A (1991). Lansoprazole, A Novel Benzimidazole Proton Pump Inhibitor,
And Its Related Compounds Have Selective Activity Against Helicobacter Pylori.
Antimicrobial Agents And Chemotherapy 35(3): 490-496.

JAIN CK, ROYCHOUDHURY S, MAJUMDER HK (2015). Selective Killing of G2
Decatenation Checkpoint Defective Colon Cancer Cells By Catalytic Topoisomerase
Il Inhibitor. Biochimica Et Biophysica Acta (Bba) - Molecular Cell Research 1853(5):
1195-1204.

JENSEN LH, RENODON-CORNIERE A, NITISS KC, HILL BT, NITISS JL, JENSEN PB,
SEHESTED M (2003). A Dual Mechanism of Action of the Anticancer Agent F 11782
on Human Topoisomerase Il alpha. Biochemical Pharmacology 66(4): 623-631.

JIANG X (2005). Random Mutagenesis Of The B'A’ Core Domain Of Yeast DNA
Topoisomerase Il and Large-Scale Screens Of Mutants Resistant To The Anticancer
Drug Etoposide. Biochemical And Biophysical Research Communications 327(2):
597-603.

JOHNSON RK, WODINSKY I, SWINIARSKI J, MEANEY KF, CLEMENT JJ (1979).
Interaction of Gama Irradiation with Two New Antineoplastic Agents,
Aziridinylbenzoquinone (AZQ) and 4'-(Acridinylamino)Methanesulfon-M-Anisidide
(AMSA), in Murine Tumors In Vivo. International Journal Of Radiation Oncology
Biology Physics 5(9): 1605-1609.

JONES G, WILLETT P, GLEN RC, LEACH AR, TAYLOR R (1997). Development And
Validation of A Genetic Algorithm For Flexible Docking. Journal Of Molecular
Biology 267(3): 727-748.

KARAASLAN C, BAKAR F, GOKER H (2018). Antiproliferative Activity of Synthesized
Some New Benzimidazole Carboxamidines Against MCF-7 Breast Carcinoma Cells.
Zeitschrift Fiir Naturforschung C. 73(3-4): 137-145.

191



KARTHIKEYAN C, SOLOMON VR, LEE H, TRIVEDI P (2017). Synthesis And Biological
Evaluation of 2-(Phenyl)-3H-Benzo[D]Imidazole-5-Carboxylic Acids And Its Methy!I
Esters as Potent Anti-Breast Cancer Agents. Arabian Journal Of Chemistry 10:
S1788-S1794.

KATRITZKY AR, RACHWAL S, OLLMANN R (1994). New Routes To Selectively
Methylated Benzimidazoles. Journal Of Heterocyclic Chemistry 31(4): 775-779.

KELLNER U, SEHESTED M, JENSEN PB, GIESELER F, RUDOLPH P (2002). Culprit And
Victim -- DNA Topoisomerase Il. The Lancet Oncology 3(4): 235-243.

KERIMOV |, AYHAN-KILCIGIL G, CAN-EKE B, ALTANLAR N, ISCAN M(2007).
Synthesis, Antifungal and Antioxidant Screening of Some Novel Benzimidazole
Derivatives. Journal of Enzyme Inhibition And Medicinal Chemistry 22(6): 696-701.

KIM JS, GATTO B, YU C, LIU A, LIU LF, LAVOIE EJ(1996). Substituted 2,5°-Bi-1H-
Benzimidazoles: Topoisomerase I Inhibition And Cytotoxicity. Journal Of Medicinal
Chemistry 39(4): 992-998.

KIM SO, SAKCHAISRI K, THIMMEGOWDA N. R, SOUNG NK, JANG JH, KIM YS, LEE
KS, KWON YT, ASAMI Y, AHN JS, ERIKSON RL, KIM BY (2013). STK295900,
A Dual Inhibitor Of Topoisomerase 1 And 2, Induces G2 Arrest in the Absence of
DNA Damage. Plos One 8(1): E53908.

KING FE, ACHESON RM (1949). 297. The Synthesis Of Benziminazoles From Ortho-
Phenylenediamines And Imino-Ethers. Journal Of The Chemical Society (Resumed)
1396-1400.

KITCHEN DB, DECORNEZ H, FURR JR, BAJORATH J (2004). Docking and Scoring In
Virtual Screening For Drug Discovery: Methods And Applications. Nature Reviews
Drug Discovery 3(11): 935-949.

KOKOSZA K, ANDREI G, SCHOLS D, SNOECK R, PIOTROWSKA DG (2015). Design,
Antiviral And Cytostatic Properties Of Isoxazolidine-Containing Amonafide
Analogues. Bioorganic & Medicinal Chemistry 23(13): 3135-3146.

KRALOVA V, HANUSOVA V, CALTOVA K, SPACEK P, HOCHMALOVA M,
SKALOVA L, RUDOLF E (2018). Flubendazole and Mebendazole Impair Migration
and Epithelial to Mesenchymal Transition In Oral Cell Lines. Chemico-Biological
Interactions 293: 124-132.

LARSEN AK, ESCARGUEIL AE, SKLADANOWSKI A (2003). Catalytic Topoisomerase
Il Inhibitors In Cancer Therapy. Pharmacology & Therapeutics 99(2): 167-181.

LASKOWSKI T, BORZYSZKOWSKA J, GRYNDA J, MAZERSKI J (2017). C-1311
(Symadex), A Potential Anti-Cancer Drug, Intercalates Into DNA Between A And G

192



Moieties. NMR-Derived And MD-Refined  Stereostructure of The
D(GAGGCCTC)2:C-1311 Complex. Journal Of Molecular Structure 1141: 357-367.

LEE ISH, JEOUNG EH, LEE CK (1996). Synthesis And Tautomerism of 2-Aryl- And 2-
Heteroaryl Derivatives Of Benzimidazole. Journal Of Heterocyclic Chemistry 33(6):
1711-1716.

LENGAUER T, RAREY M (1996). Computational Methods For Biomolecular Docking.
Current Opinion In Structural Biology 6(3): 402-406.

LI P, ZHANG W, JIANG H, LI Y, DONG C, CHEN H, ZHANG K, DU Z (2018). Design,
Synthesis and Biological Evaluation Of Benzimidazole-Rhodanine Conjugates as
Potent Topoisomerase Il Inhibitors. Med. Chem. Comm 9(7): 1194-1205.

LIPINSKI CA (2004). Lead- and Drug-Like Compounds: The Rule-Of-Five Revolution. Drug
Discovery Today: Technologies 1(4): 337-341.

LIPINSKI CA, LOMBARDO F, DOMINY BW, FEENEY PJ (1997). Experimental and
Computational Approaches to Estimate Solubility and Permeability in Drug Discovery
and Development Settings. Advanced Drug Delivery Reviews 23(1): 3-25.

LIU B, QIN H, ZHANG Y (2018). An Efficient and Facile Synthesis of Deuterium-Labeled
Anticancer Agent Bendamustine Hydrochloride. Journal of Labelled Compounds and
Radiopharmaceuticals 61(11): 869-874.

LIUT, SUNC, XING X,JING L, TANR, LUO Y, HUANG W, SONGH, Z. LI Z, ZHAO Y
(2012). Synthesis and Evaluation of 2-[2-(Phenylthiomethyl)-1H-Benzo[D]Imidazol-
1-yl)Acetohydrazide Derivatives as Antitumor Agents. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 22(9): 3122-3125.

LIVRAGHI L, GARBER JE (2015). PARP Inhibitors in the Management of Breast Cancer:
Current Data And Future Prospects. BMC Medicine 13(1): 188.

LYU YL, KERRIGAN JE, LIN CP, AZAROVA AM, TSAI YC, BAN Y, LIU LF (2007).
Topoisomerase IIp—Mediated DNA Double-Strand Breaks: Implications In
Doxorubicin Cardiotoxicity and Prevention By Dexrazoxane. Cancer Research
67(18): 8839-8846.

MAJI B, KUMAR K, KAULAGE M, MUNIYAPPA K, BHATTACHARYA S (2014).
Design and Synthesis of New Benzimidazole—Carbazole Conjugates For The
Stabilization of Human Telomeric DNA, Telomerase Inhibition, and Their Selective
Action on Cancer Cells. Journal of Medicinal Chemistry 57(16): 6973-6988.

MARIANA B, MERCEDES G (2005). Imidazole And Benzimidazole Derivatives as
Chemotherapeutic Agents. Mini-Reviews In Medicinal Chemistry 5(4): 409-424.

193



MCKELLAR QA, SCOTT EW (1990). The Benzimidazole Antihelmintic Agents-A Review.
Journal Of Veterinary Pharmacology And Therapeutics 13(3): 223-247.

MORDENTE A, MEUCCI E, MARTORANA EG, GIARDINAB, MINOTTI G (2008).
Human Heart Cytosolic Reductases and Anthracycline Cardiotoxicity. IUBMB Life
52(1): 83-88.

MORIARTY E, CARR M, BONHAM S, CARTY MP, ALDABBAGH F (2010). Synthesis
and Toxicity Towards Normal And Cancer Cell Lines Of Benzimidazolequinones
Containing Fused Aromatic Rings and 2-Aromatic Ring Substituents. European
Journal of Medicinal Chemistry 45(9): 3762-3769.

NAKAGAWA T, HAYASHITA Y, MAENO K, MASUDA A, SUGITO N, OSADA H,
YANAGISAWA K, EBI H, SHIMOKATA K, TAKAHASHI T (2004). Identification
of Decatenation G2 Checkpoint Impairment Independently of DNA Damage G2
Checkpoint in Human Lung Cancer Cell Lines. Cancer Research 64(14): 4826-4832.

NAVARRETE-VAZQUEZ G, ROJANO-VILCHIS MDM, YEPEZ-MULIA L, MELENDEZ
V, GERENAL, HERNANDEZ-CAMPOS A, CASTILLOR, HERNANDEZ-LUIS F
(2006). Synthesis and Antiprotozoal Activity of some 2-(Trifluoromethyl)-1H-
Benzimidazole Bioisosteres. European Journal Of Medicinal Chemistry 41(1): 135-
141.

NICHOLAS DA, BRIAN G (2017). Topoisomerase Il Inhibitors and Poisons, and the
Influence of Cell Cycle Checkpoints. Current Medicinal Chemistry 24(15): 1504-
1519.

NITISS JL (2009). Targeting DNA Topoisomerase Il in Cancer Chemotherapy. Nature
Reviews Cancer 9(5): 338-350.

OHEMENG KA, ROTH B (1991). Receptor-Based Design of Novel Dihydrofolate Reductase
Inhibitors: Benzimidazole snd Indole Derivatives. Journal of Medicinal Chemistry
34(4): 1383-1394.

OKSUZOGLU E, TEKINER-GULBAS B, ALPER S, TEMIZ-ARPACI O, ERTAN T,
YILDIZ I, DIRIL N, SENER-AKI E, YALCIN | (2008). Some Benzoxazoles And
Benzimidazoles as DNA Topoisomerase | and Il Inhibitors. Journal Of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry 23(1): 37-42.

OMAR MA, SHAKER YM, GALAL SA, ALI MM, KERWIN SM, LI J, TOKUDA H,
RAMADAN RA, EL DIWANI HI (2012). Synthesis and Docking Studies of Novel
Antitumor Benzimidazoles. Bioorganic & Medicinal Chemistry 20(24): 6989-7001.

OPREA TI, DAVIS AM, TEAGUE SJ, LEESON PD(2001). Is There A Difference Between
Leads And Drugs? A Historical Perspective. Journal Of Chemical Information and
Computer Sciences 41(5): 1308-1315.

194



OREN I, TEMIZ O, YALCIN I, SENER E, ALTANLAR N(1999). Synthesis and
Antimicrobial Activity of Some Novel 2,5-and/or 6-Substituted Benzoxazole And
Benzimidazole Derivaties. European Journal Of Pharmaceutical Sciences 7(2): 153-
160.

PEDINI M, ALUNNI BISTOCCHI G, DE MEO G, LEPRI E, BASTIANINI L(1999). New
Heterocyclic Derivatives Of Benzimidazole with Germicidal Activity: Part XIII. In
Vitro Aromatase Inhibitory Activity; Preliminary Observations. Il Farmaco 54(5):
327-330.

PHILIPPE M, ELSA D, CLAUDE M, EMMANUEL B (2004). Etoposide: Discovery and
Medicinal Chemistry. Current Medicinal Chemistry 11(18): 2443-2466.

PHILLIPS MA (1928A). XXV.—The Formation of 2-Methylbenziminazoles. Journal Of The
Chemical Society (Resumed) 172-177.

PHILLIPS MA (1928B). CCCXVIl.—The Formation Of 2-Substituted Benziminazoles.
Journal of The Chemical Society (Resumed) 2393-2399.

PINAR A, YURDAKUL P, YILDIZ I, TEMIZ-ARPACI O, ACAN NL, AKI-SENER E,
YALCIN | (2004). Some Fused Heterocyclic Compounds as Eukaryotic
Topoisomerase Il Inhibitors. Biochemical And Biophysical Research Communications
317(2): 670-674.

POMMIERY, LEO E, ZHANG H, MARCHAND C (2010). DNA Topoisomerases and Their
Poisoning by Anticancer and Antibacterial Drugs. Chemistry & Biology 17(5): 421-
433.

POGORELCNIK B, PERDIH A, SOLMAJER T (2013). Recent Advances in the
Development of Catalytic Inhibitors of Human DNA Topoisomerase Il As Novel
Anticancer Agents. Current Medicinal Chemistry 20(5): 694-709.

POMMIER Y, SUN Y, HUANG SYN, NITISS JL (2016). Roles of Eukaryotic
Topoisomerases in Transcription, Replication and Genomic Stability. Nature Reviews
Molecular Cell Biology 17(11): 703-721.

POOL WO, HARWOOD HJ, RALSTON AW (1937). 2-Alkylbenzimidazoles as Derivatives
for the Identification Of Aliphatic Acids. Journal Of The American Chemical Society
59(1): 178-179.

QINGZHI G, LULU Y, YONGQIANG Z (2010). Pharmacophore Based Drug Design
Approach as a Practical Process In Drug Discovery. Current Computer-Aided Drug
Design 6(1): 37-49.

RANJITH KP, SUJI M, DIVIA N, HARIDAS K (2010). Tetra Butyl Ammonium Chloride
Catalyzed Synthesis of Substituted Benzimidazoles Under Microwave Conditions.
Journal of The Korean Chemical Society 54(5): 589-593.

195



RAVANDI F, RITCHIE EK, SAYAR H, LANCET JE, CRAIG MD, VEY N, STRICKLAND
SA, SCHILLER GJ, JABBOUR E, ERBA HP, PIGNEUX A, HORST HA, RECHER
C, KLIMEK VM, CORTES J, ROBOZ GJ, ODENIKE O, THOMAS X,
HAVELANGE V, MAERTENS J, DERIGS HG, HEUSER M, DAMON L, POWELL
BL, GAIDANO G, CARELLA AM, WEI A, HOGGE D, CRAIG AR, FOX JA,
WARD R, SMITH JA, ACTON G, MEHTA C, TUART RK, KANTARJIAN HM
(2015). Vosaroxin Plus Cytarabine Versus Placebo Plus Cytarabine In Patients witth
First Relapsed or Refractory Acute Myeloid Leukaemia (Valor): A Randomised,
Controlled, Double-Blind, Multinational, Phase 3 Study. The Lancet Oncology 16(9):
1025-1036.

REDDY TS, KULHARI H, REDDY VG, BANSAL V, KAMAL A, SHUKLA R(2015).
Design, Synthesis and Biological Evaluation of 1,3-Diphenyl-1H-Pyrazole
Derivatives Containing Benzimidazole Skeleton as Potential Anticancer And
Apoptosis Inducing Agents. European Journal Of Medicinal Chemistry 101: 790-805.

RIDLEY HF, SPICKETT RGW, TIMMIS GM (1965). A New Synthesis Of Benzimidazoles
and Aza-Analogs. Journal Of Heterocyclic Chemistry 2(4): 453-456.

ROGERS KS, CLAYTON CC (1972). Effects of pH on Benzimidazole Fluorescence.
Analytical Biochemustry 48(1): 199-201.

SABAT M, VANRENS JC, LAUFERSWEILER MJ, BRUGEL TA, MAIER J,
GOLEBIOWSKI A, DE B, EASWARAN V, HSIEH LC, WALTER RL, MEKEL MJ,
EVDOKIMOV A, JANUSZ MJ (2006). The Development Of 2-Benzimidazole
Substituted Pyrimidine Based Inhibitors of Lymphocyte Specific Kinase (LCK).
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 16(23): 5973-5977.

SALERNO S, SETTIMO FD, TALIANI S, SIMORINI F, MOTTA CL, FORNACIARI G,
MARINI AM (2010). Recent Advances in The Development Of Dual Topoisomerase
I and 1l Inhibitors as Anticancer Drugs. Current Medicinal Chemistry 17(35): 4270-
4290.

SCHNEIDER G, BOHM HJ (2002). Virtual Screening and Fast Automated Docking Methods.
Drug Discovery Today 7(1): 64-70.

SHAKER YM, OMAR MA, MAHMOUD K, ELHALLOUTY SM, EL-SENOUSY WM, ALI
MM, MAHMOUD AE, ABDEL-HALIM AH, SOLIMAN SM, EL DIWANI HI
(2015). Synthesis, In Vitro And In Vivo Antitumor And Antiviral Activity of Novel
1-Substituted Benzimidazole Derivatives. Journal Of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry 30(5): 826-845.

SHARGHI H, ASEMANI O, KHALIFEH R(2008). New One-Pot Procedure For The
Synthesis of 2-Substituted Benzimidazoles. Synthetic Communications 38(7): 1128-
1136.

196



SHARMA P, REDDY TS, KUMAR NP, SENWAR KR, BHARGAVA SK,
SHANKARAIAH N (2017). Conventional and Microwave-Assisted Synthesis of New
1H-Benzimidazole-Thiazolidinedione Derivatives: A Potential Anticancer Scaffold.
European Journal of Medicinal Chemistry 138: 234-245.

SHERMAN W, DAY T, JACOBSON MP, FRIESNER RA, FARID R (2006). Novel
Procedure For Modeling Ligand/Receptor Induced Fit Effects. Journal of Medicinal
Chemistry 49(2): 534-553.

SHOICHET BK, MCGOVERN SL, WEI B, IRWIN JJ (2002). Lead Discovery Using
Molecular Docking. Current Opinion In Chemical Biology 6(4): 439-446.

SINGH M, TANDON V (2011). Synthesis And Biological Activity of Novel Inhibitors of
Topoisomerase I: 2-Aryl-Substituted 2-Bis-1H-Benzimidazoles. European Journal of
Medicinal Chemistry 46(2): 659-669.

SMITH LI, HARRIS SA (1935). Studies on the Polymethylbenzenes. The Nitration of
Pentamrthylbenzene and of Hexamethyl- and Hexaethylbenzene. J.Am.Chem.Soc. 57:
1289-1292.

SMITH LI, MOYLE CL(1936). The Jacobsen Reaction. J.Am.Chem.Soc. 58: 1-10.

SMITH PJ, MORGAN SA, FOX ME, WATSON JV(1990). Mitoxantrone-DNA Binding and
the Induction of Topoisomerase 11 Associated DNA Damage in Multi-Drug Resistant
Small Cell Lung Cancer Cells. Biochemical Pharmacology 40(9): 2069-2078.

SPAGNUOLO PA, HU J, HURREN R, WANG X, GRONDA M, SUKHAI MA, DI MEO A,
BOSS J, ASHALI |, BEHESHTI ZAVAREH R, FINE N, SIMPSON CD,
SHARMEEN S, ROTTAPEL R, SCHIMMER AD (2010). The Antihelmintic
Flubendazole Inhibits Microtubule Function Through a Mechanism Distinct from
Vinca Alkaloids and Displays Preclinical Activity in Leukemia And Myeloma. Blood
115(23): 4824-4833.

SUN Q, GATTOB, YUC, LIUA, LIU LF, LAVOIE EJ (1995). Synthesis And Evaluation of
Terbenzimidazoles as Topoisomerase | Inhibitors. J. Med. Chem 38:3638-3644.

TAN YJ, LEE YT, YEONG KY, PETERSEN SH, KONO K, TAN SC, OON CE (2018).
Anticancer Activities of a Benzimidazole Compound Through Sirtuin Inhibition in
Colorectal Cancer. Future Medicinal Chemistry 10(17): 2039-2057.

TIWARI VK, BURGER L, NIKOLETOPOULOU V, DEOGRACIAS R, THAKURELA S,
WIRBELAUER C, KAUT J, TERRANOVA R, HOERNER L, MIELKE C, BOEGE
F, MURR R, PETERS AHFM, BARDE YA, SCHUBELER D (2012). Target Genes
Of Topoisomerase IIf Regulate Neuronal Survival and are Defined By Their
Chromatin State. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 109(16): E934-E943.

197



TOLEDO-SHERMAN L, CHEN D (2002). High-Throughput Virtual Screening for Drug
Discovery In Parallel. Curr. Opin. Drug Discovery Dev. 5: 414-421.

TOYODAE, KAGAYA S, COWELL IG, KUROSAWA A, KAMOSHITA K, NISHIKAWA
K, HNZUMI S, KOYAMA H, AUSTIN CA, ADACHI N (2008). NK314, A
Topoisomerase Il Inhibitor That Specifically Targets The Alpha Isoform. The Journal
of Biological Chemistry 283(35): 23711-23720.

TRIVEDI R, DE SK, GIBBS RA (2006). A Convenient One-Pot Synthesis of 2-Substituted
Benzimidazoles. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical 245(1): 8-11.

VEBER DF, JOHNSON SR, CHENG HY, SMITH BR, WARD WK, KOPPLE D (2002).
Molecular Properties That Influence The Oral Bioavailability of Drug Candidates.
Journal of Medicinal Chemistry 45(12): 2615-2623.

VERDOUW PD, HARTOG JM, DUNCKER DJ, ROTH W, SAXENA PR (1986).
Cardiovascular Profile Of Pimobendan, A Benzimidazole-Pyridazinone Derivative
with Vasodilating and Inotropic Properties. European Journal of Pharmacology
126(1): 21-30.

VINSOVA J, CERMAKOVA K, TOMECKOVA A, CECKOVA M, JAMPILEK J,
CERMAK P, KUNES J, DOLEZAL M, STAUD F (2006). Synthesis and
Antimicrobial Evaluation of New 2-Substituted 5,7-Di-Tert-Butylbenzoxazoles.
Bioorganic&Medicinal Chemistry 14(17): 5850-5865.

WAGNER EC (1940). Some Reactions Of Amidines as Ammono-Carboxylic Acids or Esters.
The Journal of Organic Chemistry 5(2): 133-141.

WAGNER LM (2015). Profile Of Veliparib and Its Potential in the Treatment of Solid
Tumors. Oncotargets and Therapy 8: 1931-1939.

WANG JC (2002). Cellular Roles Of DNA Topoisomerases: A Molecular Perspective. Nature
Reviews Molecular Cell Biology 3: 430-440.

WANG R, LU XX, YU XQ, SHI L, SUN Y (2007). Acid-Catalyzed Solvent-Free Synthesis
of 2-Arylbenzimidazoles Under Microwave Irradiation. Journal Of Molecular
Catalysis A: Chemical 266(1): 198-201.

WANG YR, CHEN SF, WU CC, LIAO YW, LIN TS, LIU KT, CHEN YS, LI TK, CHIEN
TC, CHAN NL (2017). Producing Irreversible Topoisomerase IlI-Mediated DNA
Breaks By Site-Specific Pt(I1)-Methionine Coordination Chemistry. Nucleic Acids
Research 45(18): 10861-10871.

WENDORFF TJ, SCHMIDT BH, HESLOP P, AUSTIN CA, BERGER JM (2012).The
Structure of DNA-Bound Human Topoisomerase Il Alpha: Conformational
Mechanisms For Coordinating Inter-Subunit Interactions with DNA Cleavage.
Journal Of Molecular Biology 424(3): 109-124.

198



WESSEL |, JENSEN LH, JENSEN PB, FALCK J, ROSE A, ROERTH M, NITISS JL,
SEHESTED M (1999). Human Small Cell Lung Cancer NYH Cells Selected For
Resistance to The Bisdioxopiperazine Topoisomerase Il Catalytic Inhibitor ICRF-187
Demonstrate a Functional R162Q Mutation In The Walker A Consensus ATP Binding
Domain of the a Isoform. Cancer Research 59(14): 3442,

WIENEN W, ENTZEROTH M, MEEL JCA, STANGIER J, BUSCH U, EBNER T, SCHMID
J, LEHMANN H, MATZEK K, KEMPTHORNE-RAWSON J, GLADIGAU YV,
HAUEL NH (2006). A Review On Telmisartan: A Novel, Long-Acting Angiotensin
I1-Receptor Antagonist. Cardiovascular Drug Reviews 18(2): 127-154.

WOLBER G, DORNHOFER AA, LANGER T (2006). Efficient Overlay of Small Organic
Molecules Using 3D Pharmacophores. Journal of Computer Aided Molecular Design
20(12): 773-778.

WOLBER G, LANGER T (2005). LIGANDSCOUT: 3-D Pharmacophores Derived From
Protein-Bound Ligands And Their Use as Virtual Screening Filters. Journal Of
Chemical Information And Modeling 45(1): 160-169.

WRIGHT JB (1951). The Chemistry of The Benzimidazoles. Chemical Reviews 48(3): 397-
541.

WU CC, LI TK, FARH L, LIN LY, LIN TS, YU YJ, YEN TJ, CHIANG CW, CHAN NL
(2011). Structural Basis of Type Il Topoisomerase Inhibition by the Anticancer Drug
Etoposide. Science 333 (6041): 459-462.

XIANGMING H, HUIQIANG M, YULU W. (2007). P-TsOH Catalyzed Synthesis of 2-
Avrilsubstituted Benzimidazoles. Arkivoc 13: 150-154.

YADAV G, GANGULY S (2015). Structure Activity Relationship (SAR) Study of
Benzimidazole Scaffold For Different Biological Activities: A Mini-Review.
European Journal Of Medicinal Chemistry 97: 419-443.

YALCIN i, OREN I, SENER E, AKIN A, UCARTURK N (1992). The Synthesis and the
Structure-Activity Relationships of Some Substituted Benzoxazoles, Oxazolo(4,5-
B)Pyridines, Benzothiazoles and Benzimidazoles as Antimicrobial Agents. European
Journal Of Medicinal Chemistry 27(4): 401-406.

YAN W, WANG X, DAI Y, ZHAO B, YANG X, FAN J, GAO Y, MENG F, WANG Y, LUO
C, Al J, GENG M, DUAN W (2016). Discovery Of 3-(5'-Substituted)-Benzimidazole-
5-(1-(3,5-Dichloropyridin-4-yl)Ethoxy)-1H-Indazoles as Potent Fibroblast Growth
Factor Receptor Inhibitors: Design, Synthesis, and Biological Evaluation. Journal Of
Medicinal Chemistry 59(14): 6690-6708.

YOON YK, ALI MA, WEI AC, CHOON TS, OSMAN H, PARANG K, SHIRAZI AN (2014).
Synthesis And Evaluation Of Novel Benzimidazole Derivatives As Sirtuin Inhibitors
With Antitumor Activities. Bioorganic & Medicinal Chemistry 22(2): 703-710.

199



YOUNG D (2009). Computational Drug Design: A Guide For Computational and Medicinal
Chemists. John Wiley & Sons, INC., Hoboken, New Jersey.

ZHANG LJ, XIA J, ZHOU YQ, WANG H, WANG SW (2012). Rare-Earth Metal Chlorides
As Efficient Catalysts For The Simple And Green Synthesis of 1,2-Disubstituted
Benzimidazoles And 2-Substituted Benzothiazoles Under Ultrasound Irradiation.
Synthetic Communications 42(3): 328-336.

ZOETE V, GROSDIDIER A, MICHIELIN O (2009). Docking, Virtual High Throughput
Screening And In Silico Fragment-Based Drug Design. Journal Of Cellular And
Molecular Medicine 13(2): 238-248.

ZUCCHI R, DANESI R (2003). Cardiac Toxicity of Antineoplastic Anthracyclines. Curr.
Med. Chem. Anticancer Agents 3(2):151-171.

200



OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Ad1: Oziim

Soyadr: Oztiirk

Dogum Yeri ve Tarihi: Canakkale, 27/01/1987

Uyrugu: T.C.

fletisim Adresi: Koru Mahallesi Koknar sokak 7/9
Cayyolu / ANKARA

Cep: 0530087 2701

E-posta: ozozturk@ankara.edu.tr

Egitimi
2013 —....... Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali (Doktora)
2010 —2013 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltest,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali (Yiiksek Lisans) (3,67/4)
20052010 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi (Lisans) (3,24/4)
2001 — 2005 Canakkale Milli Piyango Anadolu Lisesi
1997 — 2001 Canakkale Merkez ilkdgretim Okulu
1993 — 1997 Canakkale Gazi Ilkogretim Okulu

Unvanlari
- Eczac1
- Bilim Uzmanm

Mesleki Deneyimi

2019 — ... Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (Eczac1)
2011 —2019 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali (Arastirma Gorevlisi)

Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar
- Bilgisayar Destekli Ila¢ Tasarimi ve Gelistirme Dernegi
- Tiirk Farmasotik Ve Medisinal Kimya Dernegi

201



VI-

Bilimsel Ilgi Alanlar

Yayinlar

Esin Aki-Yalcin, Tugba Ertan-Bolelli, Tugba Taskin-Tok, Ozum Ozturk, Sanaz
Ataei, Cigdem Ozen, Ilkay Yildiz, Ismail Yalcin, "Evaluation of Inhibitory
Effects of Benzothiazole and 3-Amino-benzothiazolium Derivatives on DNA
Topoisomerase Il by Molecular Modeling Studies”, SAR and QSAR in
Environmental Research, 25(8), 637-649, (2014) .

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin*, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Andry
Nur Hidayat, Ozlem Bingol-Ozakpinar, Filiz Ozdemir, Ismail Yalcin, “Possible
Mechanism of Action of Neurokinin-1 Receptors (NK1R) Antagonists”, Journal
of Pharmacy and Pharmacology, 5(11), 787-797 (2017).

Esin Aki-Yalcin, Ozum Ozturk, Kayhan Bolelli, Ismail Yalcin, “Docking studies
of neurokinin-1 receptor antagonists as an anticancer target”, Macedonian
pharmaceutical bulletin, 62 (suppl): 553-554, (2016). (Kisa Makale)

Sozli Bildiriler

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Ismail Yalcin, Renate Griffith. Mechanism of
Action of Benzazoles as Topoisomerase Il Enzyme Inhibitors. 5th International
Conference on Computation for Science and Technology (ICCST 2018), 23-26
September 2018, Antalya, Turkey.

Ozum Ozturk, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap Yilmaz, Ismail Yalcin,
Esin Aki-Yalcin. Molecular Docking Analysis of Benzothiazole Benzothiazolium
Derivatives as Human DNA Topoisomerase Il Inhibitors. BIOVIA Turkish
Regional User Meeting with A-Ztech Ltd, 10.04.2015, Istanbul, Turkey.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Kayhan Bolelli, Ismail Yalcin. Noérokinin-1
Reseptor Antagonistlerinin Molekiiller Modelleme Caligmalari. 2. Bilgisayar
Destekli Ilag Tasarimi Kursu, 16-17 Mayis 2016, Istanbul, Turkiye.

Yazih Bildiriler

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Ismail Yalcin, Renate Griffith. Molecular
Modelling Studies of Some Benzazoles as Topoisomerase Il Inhibitors. 22nd
European Symposium on Quantitative Structure-Activity Relationships (22nd
EuroQSAR), Thessaloniki, Greece, P71: p267, 16-20 September 2018.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin*, Kayhan Bolelli, Ismail Yalcin. Molecular
Docking Studies Of Neurokinin-1 Receptor Antagonists, 11th AFMC

202



International Medicinal Chemistry Symposium (AIMECS2017), Melbourne,
Awustralia, p128, 23-26 July 2017.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin*, Ismail Yalcin. Molecular Modeling Studies of
Human Topoisomerase Il Inhibitors, 17th Hellenic Symposium on Medicinal
Chemistry (HSMC-2017), Aristotle University of Thessaloniki, Thessaloniki,
Greece, P70: p112, 1-3 June 2017.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, Ismail Yalcin. Molecular Modeling Studies of Neurokinin-1 Receptor
Antagonists, The International Chemical Congress of Pacific Basin Societies
2015 (Pacifichem-2015), Honolulu, Hawaii, USA, 10-HLTH-450: p294, 15-20
December 2015.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalgin, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, Ismail Yalgin. Pharmacophore generation of neurokinin-1 receptor
antagonists as antitumor agents, EACR-Sponsored 3rd Anticancer Agent
Development Congress, Dokuz Eyliil University, [zmir, Turkey, PP-094: p151,
18-19 May 2015.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, Ismail Yalcin. Common Pharmacophore Generation of Some Antitumor
Agents, 8th International Symposium on Computational Methods in Toxicology
and Pharmacology Integrating Internet Resources (CMTPI-2015), Chios, Greece,
PO-1-02: p55, 21-25 June 2015.

Ozum Ozturk, Esin Aki-Yalcin, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, Ilkay Yildiz, Ismail Yalcin. Common Feature Pharmacophore Generation
of Neurokinin-1 Receptor Antagonists, 3rd ICCST September 23-25, 2014 Bali,
Indonesia.

Ozum Ozturk, Esin AKI-YALCIN, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, Sanaz Ataei, Ilkay Yildiz, Ismail Yalcin. Common Pharmacophore
Feature Generation of DANN Topoisomerase Il Enzyme Inhibitors, RICT Drug
Selection and Discovery, July 3-5, 2013 Nice, France HT094:p268

Ozum Ozturk, Esin AKI-YALCIN, Tugba Ertan-Bolelli, Kayhan Bolelli, Serap
Yilmaz, llkay Yildiz, Ismail Yalcin. Docking Studies of Human Topoisomerase
I Enzyme Inhibitors, BAU International Drug Design Symposium March 21-23,
2013 Istanbul, Turkey, P12:p64.

203



ViI-

Bilimsel Etkinlikleri

Burslar

10.2013-halen TUBITAK
10.2017-03.2018 TUBITAK
Bursiyeri (Sidney-Avustralya)

2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Bursiyeri
2214-A Yurt Disi Doktora Sirasi Arastirma

204



