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OZET

Potansiyel Biyoaktif Bilesikler Olan 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol Mannich
Bazlar1 Uzerinde Cahismalar

Ama¢. Bu tez kapsaminda potansiyel biyoaktif bilesikler olacagi diisiiniilen 2-(4-
hidroksifenil)benzimidazol (Z) ve bu bilesigin Mannich bazlarinin (Z1M, Z1B, Z2M,
Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B, Z5M, Z5B) sentezi ve CA I ve CA II enzimleri iizerindeki
inhibe edici etkisinin arastirilmasi tasarlanmastir.
Materyal ve Metot. Amin gruplari; dimetilamin (Z1M, Z1B), pirolidin (Z2M, Z2B),
piperidin (Z3M, Z3B), N-metilpiperazin (Z4M, Z4B) ve morfolin (Z5M, Z5B) olarak
secilmistir. Aminlerin farkli pKa degerlerinin deaminasyon oranini / tiyol alkilasyonu
oranini / biyoaktiviteyi yonlendirecegi diisiiniilmektedir. Sentezlenen Mannich bazlari
klasik yontemle (Z1M) veya mikrodalga yontemiyle (Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B,
74M, Z4B, Z5M, Z5B) sentezlenmistir.
Bulgular. Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilari *H NMR, *C NMR ve MS
spektrumlart ile dogrulanmistir. Reaksiyon verimleri % 16-63 arasinda degismektedir.
Bilesiklerin tamami kat1 bilesikler olarak elde edilmistir. Bilesikler 108-10* M
konsantrasyonda CA I'1 % 12-29, CA II’yi % 3-73 oraninda inhibe etmistir.
Sonu¢. Bu tez kapsaminda tasarlanan tiim bilesikler basar1 ile sentezlenmistir.
Bilesiklerin sentez ve yapr aydinlatma degerlendirmeleri medisinal kimya ve ilag
gelistirmedeki temel kavram, prensipler ve teknikler kullanilarak gercgeklestirilmistir.

Sonuglar bu ¢alismada degerlendirilip, tartisilarak sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktivite, CA, deaminasyon, Mannich bazlari, mikrodalga,

pKa, tiyol alkilasyonu.
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ABSTRACT

Studies on Mannich Bases of 2-(4-Hydroxyphenyl)benzimidazole Which is
Potential Bioactive Compounds

Aim. The aims of this thesis were to synthesize 2-(4-hydroxyphenyl)benzimidazole and
its Mannich bases (Z1M, Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B, Z5M, Z5B), which
are thought to be potentially bioactive compounds, and to evaluate their inhibiting
effects on CA I'and CA Il enzymes.
Material and Method. Amine groups were selected as dimethylamine (Z1M, Z1B),
pyrolidin (Z2M, Z2B), piperidine (Z3M, Z3B), N-methylpiperazin (Z4M, Z4B) and
morpholin (Z5M, Z5B). It is thought that different pKa values of the amines may affect
the deamination rate / thiol alkylation rate / bioactivity. Mannich bases were synthesized
by classical (Z1M) or microwave (Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B, Z5M, Z5B)
methods.
Results. The chemical structures of the synthesized compounds were confirmed by *H
NMR, *C NMR and MS spectra. The yields of the reactions were 16-63 %. All of the
compounds were obtained in solid form. Compounds (at 108-10* M concentrations)
inhibited CA I and CA 1l by 12-29 % and 3-73 %, respectively.
Conclusion. In this thesis, all of the compounds designed are synthesized successful.
Synthesis, elucidation of the chemical structure of the compounds were realized
according to the basic concepts, principles and techniques used in medicinal chemistry
and drug development. The results obtained in this study are evaluated, presented and

discussed.

Keywords: Bioactivity, CA, deamination, Mannich bases, microwave, pKa, thiol

alkylation.
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1. GIRIS

Mannich bazlarmm,l'4 benzimidazol tl'irevlerinin,s'11 fenol bilesiklerinin12 cok
genis biyoaktivite spektrumu pek ¢ok literatiirde rapor edilmistir.

Farkli kimyasal yapidaki fenolik bazi Mannich bazlarmin antimalaryal
aktiviteleri rapor edilmistir.***°

Bu tez kapsaminda benzimidazol (2-(4-hidroksifenil)benzimidazol) iskeleti
tasiyan fenolik mono, bis Mannich bazlarinin sentezi tasarlanmistir. Bilesiklerden Z2B,
Z3M, Z3B, Z4M ve Z5M ii¢ adet Cince literatiirde?®%? rapor edilmis, bu literatiirlerin
yalnizca Ozetine ulagilmistir. Z5B bilesigine ise Sci-Finder taramalarinda formiil olarak
rastlanmis; ancak herhangi bir literatiire ulasilamamistir. Dolayisiyla tez kapsaminda

sentezlenen bilesikler detayli sentez, spektral analiz ve biyoaktivite verileri ile

orjinaldir. {lk kez bu calisma ile rapor edilip, literatiirdeki eksikligi doldurmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi ve Karbonik Anhidraz inhibitorleri

2.1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

CA’lar, CO2’in reversbl olarak bikarbonat ve protona doniisiimii olan basit

fizyolojik olay1 katalize eder (Sekil 2.1).%

CA -

Sekil 2.1. Karbonik anhidrazin katalizledigi reaksiyon

Cogu CA’ aktif bolgesi kataliz i¢in temel olan bir ¢inko iyonu (Zn+2) igerir. CA
reaksiyonu pek ¢ok fizyolojik ve patolojik islemde CO, ve HCO3z’in akcigerler ve
metabolize edici dokular arasinda taginmasi ve solunumu igeren, pH ve CO;
hemostazisi, ¢esitli dokularda ve organda elektrolit salinimi, biyosentetik reaksiyonlarda
(glukogenez, lipogenez ve iirogenez), kemik resorpsiyonu (CA kemik zayiflamasi),
kalsifikasyon ve kanserlesmede rol alir.?* 2

Birgok CA izoenzimi 6dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi, osteoporoz gibi
rahatsizliklari tedavi hedefidir. Inhibe veya aktive edilir.> %

Karbonik anhidrazlar (CA) ayni anda birden fazla yerde olan metaloenzimlerdir.
Prokaryot ve dkaryotlarda bulunur. Bes familyasi mevcuttur:*

a-CA: Vertebra, bakteri, alg ve yesil bitkilerin stoplazmasinda bulunur.

B-CA: Daha ¢ok bakteride, alg ve monodikotiledon ve dikotiledonlarda bulunur.

v-CA: Daha ¢ok archaea ve bazi bakterilerde bulunur.

9, (-CA: Bazi deniz diatomlarinda bulunur.

Tiim CA’lar metaloenzimdir:%’



a, B, 8-CA: Zn (II)’yi aktif yorede kullanir.

v-CA: Fe (II) enzimi fakat Zn (II), Ca (II) iyonu bagl iken de aktiftir.

C-CA: Cd (1), Zn (11).

CA’m ii¢ boyutlu yapilari (CA 3D):?’

a-CA: Monomer, nadiren dimer (Or: CA IX, XII).

B-CA: Dimer, tetramer, octamer.

v-CA: Trimer.

o ve {: Muhtemelen monomer.

Memelilerde 16 farkli a-CA izomeri ya da farkli katalitik aktiviteli proteinlerle
iligkili CA’lar subselliiler lokalizasyon ve doku dagilimina sahiptir.?*

Bugiine dek 16 CA izoenzimi tanimlanmistir. Bu enzimler sitozolik (CA 1, 11, I,
VII, XII) ve membran bagh (CA IV, IX, XII, XIV, XV), iki tanesi mitokondriyaldir
(CA VA, VB) ve bir tanesi de tiikiiriik bezlerinden (CA VI) salgilanir.?®

CA XV’in izo formu insan ya da primatlarda bulunmaz fakat kemirgenlerde ve
diger daha yiiksek omurgalilarda bulunur.?

Iki biiyiik CA izoenzimi CA 1 ve CA II yiiksek konsantrasyonda eritrositlerin
sitozolunda bulunur. CA II biitiin CA’lar iginde en yiiksek bulunma oranmna sahiptir.?°

CA VA ve CA VB mitokondriyal izoenzimlerdir ve antiobezite ajan tasariminda
potansiyel hedeflerdir.?®

Cogu hipoksik tiimoérlerde CA IX ve XII mevcuttur. Karaciger dominat olarak
CA VA ve XIV’ii icerir.?’

Tiim enzim smiflarinda enzimin metal hidroksit ylizeyi katalitik aktivite
yoresidir. (L3-M+2-OH) burasi notral pH'da yakindaki hidrofobik cepteki bagi CO;

molekiilii iizerinde kuvvetli bir niikleofil olarak davranir.?’



2.1.2. Karbonik Anhidraz Inhibitorleri

Cesitli CA inhibitérleri mevcuttur. Metallerle komplekslesen anyonlar,
nonsiibstitlie siilfonamitler ve onlarin biyoizosterleri (siilfamat ve siilfamid bilesikleri),
kumarinler ve poliaminler, fenol, polifenol, fenolik asit gibi dogal iiriinler CA
inhibitoriidiirler. CA inhibitorlerinin etki mekanizmalar kinetik ¢alismalar ve X-1sinlari
(X-RAY) ile agiklanmustir ve akilci ilag tasariminda bu bilgilerden faydalamlmlstlr.24

CA Il inhibitérleri glokomda, epilepside ve diiiretik olarak kullanilir.?’

2.1.2.1. Fenoller

Fenoliin CA inhibitorii oldugu kesfedilmistir. Lindskog fenoliin predominant
sitozolik human isoform II ile etkilesimini arastirmistir. Christianson’un grubu fenol ile
enzim katiminin X-RAY yapisim1 rapor etmistir. Bu X-RAY, fenoliin inorganik
anyonlar, siilfonamidler ve onlarin izosterleri gibi diger CA inhibitérlerinden farkli bir
sekilde CA’ya baglanarak inhibisyon yaptigini géstermistir.zg’ 30

Fenol hidroksili su molekiiliiniin hidroksid iyonuna bagli Zn ile hidrojen bag:
yapar. Ayrica fenol biitiin CA’larda mevcut olan Thr199 amino asidinin amid NH’1 ile
hidrojen bag1 yapar. Dahas1 fenol bilesiklerindeki fenol, CA II'nin aktif yoresindeki
hidrofobik bolgeye uzanir. Orada enzimin CO2’in substrati oldugu farz edilir.
Prekatalitik komplekse baglanir. Bu durum bu bilesigin CO;’in essiz yarigmali
inhibitorii olmasini agiklar. Fenoller CO; ile CA II’nin yarismali inhibitoridiir.*

Bazi basit fenoller tim memeli CA izoformlar1 CAI-XV ile etkilesir. Basit
fenollerin CA 1l ile etkilesiminin X-RAY’i, bu bilesigin essiz bir sekilde enzim aktif

yoresine baglandigini gésterrnistir.3o



Fenollerin CA’a inhibisyon profili siilfonamit ve benzerinden farklidir.
Stilfonamitler rastlantisal iken fenoller farz edilen aktivite i¢in arzu edilen 6zelliklere

sahiptir.*

2.1.2.2. Siilfonamitler

Metalle komplekslesen anyonlar ve non-siibstitiie siilfonamitler ve onlarin
biyoizosterleri (stilfamat, siilfamit); enzimin Zn (II) iyonunu tetrahedral katim iiriinii
iiretecek sekilde protein olmayan Zn ligantina siibstitiie ederek ya da metal kordinasyon
alanina yiizey katim yaparak baglarlar. Trigonal-bipiramidal ylizey iiretecek sekilde ve
substrat olarak CO, ile yarigmasiz inhibitérdiir.>! Siilfonamitlerin ve siilfamatlarin hedef

izoenzim iizerinde selektivite yoklugu ana problemdir.*

2.1.2.3. Kumarinler

Kumarinler enzim aktif yoresinde hidroksisinnamik asit tiirevine doniistiiriiliir,

inhibitér olarak davranir.®t %

2.2. Mannich Bazlan

Mannich reaksiyonu, aktif bir veya daha fazla hidrojen atomu iceren bir
bilesikle, bir aldehit ve genellikle hidrokloriir tuzu halinde amonyak, primer veya
sekonder aminin kondensasyonu olarak tammlanr. ® Reaksiyon sonucu olusan f-
aminokarbonil bilesigi Mannich baz1 olarak adlandinhr.®* Ornek bir Mannich
reaksiyonu asagida Sekil 2.2°de gosterilmistir. Bu reaksiyon “Mannich Reaksiyonu”
ismini kimyaci Carl Mannich’den 1912 yilinda almugtir.* Organik kimyada en 6nemli

C-C bag1 olusum reaksiyonlarindan biridir.*
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Sekil 2.2. Genel Mannich reaksiyonu

Mannich bazlarinin olusum mekanizmas: Sekil 2.3’de verilmistir.
Mekanizmaya gore ilk basamak formaldehitin bir aminle kondensasyonu sonucu
hidroksimetilamin olusturmasidir (I). Daha sonra bu hidroksimetilamin bilesigi
dekompoze olarak yiiksek reaktif 6zellikte metileniminyum tuzuna doniisiir (II),
ve bu yiliksek reaktif bilesik aktif hidrojen bulunduran substrat bilesikle

reaksiyona girerek Mannich bazini (III) olusturur.
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Sekil 2.3. Mannich bazi olusum mekanizmasi



Bis-Mannich bazlarinin sentezinde Mannich tepkimesi yavas yiiriir. Bu tip
tepkimelerde biiyiik oranda mono-Mannich bazlarinin olusmasi nedeniyle verim
diisiik olmaktadir.

Mannich bazlar1 Michael akseptori olan o, doymamis ketonlarin

prodruglar1 olarak dizayn edilirler.¥” Mannich bazlarinin sitotoksik,l’ 38-46

47 |52-55

antikanser,*’ analjezik,”® antienflamatuar,*® *° diiiretik,>* antimikrobiya ve

antikonvulzan®°

gibi farkli biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir.

Mannich bazlardaki aminometil grubu hiicresel bilesenlerin elektrofilik
ataklar1 i¢cin molekiiler bolge olusturur. Ayrica, ayricalikli kimyasal duyarlilik ve
buna bagli etki artis1 / biyolojik potansiyelde artis beklenebilir.

Bir ¢alismada enonlarin Mannich bazlar1 hazirlanmistir. Bu c¢alismada

Mannich bazmin (2) prekiirsor keton bilesiginden (1) P388 ve L1210 hiicre

hatlarina kars1 daha fazla sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Sekil

2.4).60
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Sekil 2.4. Bir keton bilesigi ve Mannich bazi

Sitotoksik aktivite artist Mannich bazlarimin fizikokimyasal ve biyokimyasal
ozelliklerinden kaynaklanabilir. Bu 6zelliklerden bazilari;

a) Sudaki ¢oziiniirliik artirilldigindan aktif bilesiklerin daha iyi tasinmasiyla bir
veya birden fazla bolgede aktivite meydana gelebilir.

b) Mannich bazlarimin toksisitesi, mitokondrideki elektron tagima zincirine ya

kismen ya da tamamen miidahale etmesiyle gérﬁlﬁr.61



c) Farkli Mannich bazlarinin bir tiyolle reaksiyonunun analog ketonlarin tiyolle

reaksiyonundan daha hizli oldugu bulunmustur.®?

2.3. a,p-Doymams Ketonlar

Mannich bazlarinin sitotoksik / antifungal aktivite gibi baz1 biyolojik aktiviteleri
deaminasyonla olusturduklar1 o,f-doymamis ketonlara atfedilir. Uretilen enonlar
hiicresel niikleofilleri (tiyol gibi) alkillerler.

a,B-Doymamis ketonlarin (Sekil 2.5), amin ve hidroksil gruplarina karsi ilgisi
az ya da yok denecek kadar az, tiyollere karsi ilgisi ise ¢ok fazladir.®® ® Bu ozellik
niikleik asitlerle etkilesmeyi engeller. Bundan dolayr bu bilesiklerde alkilleyici
bilesiklerin kullaniminda g6zlenen kanserojenik65 ve mutajenik® yan etkiler gbzlenmez.

Tiyollere karst a,B-doymamis ketonlarin tercihli afinitesi daha 6nceki

calismalarda bildirilmistir.67‘ 68

Hiicre boliinmesinden hemen Once artmis glutatyon
seviyeleri daha 6nce rapor edilmistir.®® Bu yiizden normal dokulardan ziyade tiimorli
dokulara kars1 basarili bir se¢ici sitotoksisite a,-doymamis ketonlarla miimkiin olabilir.
Ayrica bazi segici tiyol alkilleyicilerin tiimorlii dokulara normal dokulardan daha fazla
etki gosterdikleri tespit edilmistir. Bu tespit, genellikle kanserli dokulardan daha ¢ok
normal dokulardaki makromolekiillere baglanmay: tercih eden geleneksel alkilleyici

ajanlara ve antimetabolitlere karsin, tercihen tiimorli dokulardaki DNA, RNA ve

proteinlerin farkli prekiirsorlerine baglanan secici tiyol alkilleyicilerin yetene§ine

atfedilir.”
.
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Sekil 2.5. a,f-Doymamis keton



2.4. Aktif Karbon-Karbon Cift Baglarina Michael Katim Tepkimesi

Michael katim tepkimesi aktif a-hidrojeni tasiyan bir vericinin bazik kosullarda
konjuge bir sistemin pargasini olusturan aktif karbon-karbon doymamishigina (Sekil 2.6)
katim yapmasi demektir.”* Tepkimenin bu tanimi tiyol, amin ve hidroksil gibi elektron
verici niikeofilik gruplarin o,f-doymamis keton sistemi ile tepkimeye girebilme
yetenegine sahip oldugunu aciklar. Niikleofilik atak i¢in karbon-karbon arasinda =«
elektronlarmin varligi ve rezonans ya da indiktif etkilerle B-karbonunun elektron
yogunlugunu azaltan aktiflestirici gruplarin bulunmasi1 gerekir. Tepkimenin

gerceklesmesine katkida bulunan rezonans yapilar Sekil 2.6’da gﬁsterilmistir.72
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Sekil 2.6. a,f-Doymamis sistemlerde rezonans yapilar (R: H, Alkil, Aril)

Ancak Michael tepkimesi sadece konjuge enonlarla sinirli olmayan genel bir
tepkime niteligindedir. Konjuge aldehitler, esterler, nitriller, amitler ve nitro bilesikleri

de elektrofilik akseptdr olarak davranarak Michael tipi tepkimelerde yer alabilirler.”

2.4.1. Michael Katim Tepkimesinin Mekanizmasi

Dissosiye olmus (RS") ve dissosiye olmamis (RSH) tiyol niikleofilleri ile a,[3-
doymamis ketonlarin verdikleri tepkime mekanizmalar1 Sekil 2.7 ve Sekil 2.8’de

verilmistir.



H

H

H
(|3_\§|—C—R + RS == Ar—o—8—c—r Ar—C—C—C—R
H

| I Rl

0 SR SR (0]

Sekil 2.7. Dissosiye tiyollerin Michael katim mekanizmasi
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Sekil 2.8. Nondissosiye tiyollerin Michael katim mekanizmasi

Katim tepkimelerine iliskin kinetik ¢aligsmalarda su noktalar vurgulanmaktadir:

1. En yavas tepkime basamagi niikleofilin p-karbonuna atak yaptig
basamaktir.”*

2. B-karbonunun elektrofilligi ve verici grubun niikleofilligi arttik¢a tepkime
hizlanir.

3. Sterik ve elektronik etkiler, ¢oziicliler ve pH gibi diger etkenler de tepkime

hizin1 6nemli 6l¢iide degistirirler.75

2.5. Fenolik Mannich Bazlar1 Uzerinde Yapilmis Calismalar

Amodiakin, kinolin, naftiridin, klorokinolin ve kinazolin analogu mono ve bis

Mannich bazlarinin antimalaryal aktiviteleri rapor edilmistir. ™
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2.5.1. Amodiakin Analogu

Amodiakin analogu mono ve bis Mannich bazlar1 sentezlenmis, klorokine
rezistan / duyarli Plasmodium falciparum’a karsi test edilmis ve klorokine benzer

aktivite gosterdigi tespit edilmigtir.”>

2.5.2. Kinolin Analogu

2(ve 4)-[2(ve 8)-triflorometilkinolin-4-il-amino]fenol mono ve bis Mannich
bazlar1 sentezlenmis, klorokine duyarli Plasmodium falciparum’a karsi test edilmis ve

7-CF3 > 8-CF3> 2-CF; siibstitiient sirast ile etkili oldugu tespit edilmistir.'

2.5.3. Naftiridin Analogu

4-(7'-triflorometil-1',5"-naftiridin-4'-il-amino)fenol ve  2-[7-bromo (ve
triflorometil)-1',5"-naftiridin-4'-il-amino]fenol mono ve bis Mannich bazlan
sentezlenmis, klorokine duyarli Plasmodium falciparum’a karsi test edilmistir. Bis
Mannich bazlarmin bir kismimin klorokinden daha fazla aktif, diger bir kisminin ise
klorokinden daha az aktif oldugu tespit edilmis ve 7-bromo analogunun da diger

naftiridin analoglarindan biraz daha fazla aktif oldugu saptanmls‘ur.ls'18

2.5.4. Klorokinolin Analogu

2-(7'-klorokinolin-4'-il-amino) fenol mono ve bis Mannich bazlar1 sentezlenmis,
klorokine duyarli / rezistan Plasmodium falciparum’a karsi test edilmis ve bis Mannich

bazlarinin gogunun klorokinden daha iistiin aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir."’

2.5.5. Kinazolin Analogu

4-(7'-triflorometilkinazolin-4'-il-amino)fenol bis Mannich bazlari sentezlenmis,
Plasmodium falciparum’a karsi test edilmis ve kinolinden daha az aktif oldugu tespit

edilmistir.'®
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2.6. Bu Tez Kapsaminda Tasarlanan Z Serisi Bilesiklerle Ilgili Literatiir

Verileri

Sentezlenen bilesiklerden Z2B (pirolidinli bis Mannich baz1),° Z3M (piperidinli
mono Mannich bazi),”> Z3B (piperidinli bis Mannich baz1),”> ?* Z4M (N-
metilpiperazinli mono Mannich bazi1)®®> ve Z5M (morfolinli mono Mannich bazi)*
literatiirde rapor edilmistir. Z5B bilesigine (morfolinli bis Mannich bazi1) Sci-Finder
taramalarinda formiil olarak rastlanmis; ancak herhangi bir literatiire ulasilamamustir.

Bilesiklerimizle ilgili yapilan taramalar 3 ana literatiire isaret etmistir. Bunlar
Cince yazildigindan yalnizca 6zetlerine ulasilabilmistir.”>%

Z2B ve Z3B bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde bazi bifenol ve 4-
heteroarilfenol Mannich bazlarinin antiaritmik aktivitesi arastirilmistir.?°

Z3M ve Z3B bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde 4-heteroarilaminofenol tipi
bilesiklerde antiinflamatuvar aktivite sicanlarda 20 bilesik ile arastirilmis ve bunlardan
10 bilesigin kuantum kimyasal hesaplamalar1 CNDO / 2 metodu ile gerceklestirilmistir.
Bu c¢alismada antiinflamatuvar aktivite ile bilesiklerin elektronik yapis1 arasindaki
iligkilerin tartigildig1 bildirilmektedir.*

ZAM ve Z5M bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde trombosit agregasyonunu
onleyici aktivitenin bazi 4-heteroarilaminometilfenoller i¢in in vitro olarak arastirildig:

bildirilmekte; ancak hicbir sonug verilmemektedir.?
2.7. Mikrodalga Yontemi ve Kimyasal Sentezlerde Kullanimi

2.7.1. Mikrodalga Teorisi

Elektromanyetik enerji, 15inlandig1 bir ortamda bulunan maddelerin yapilariyla
etkilesime girerek maddenin i¢ine dalarak onun molekiiler yapisiyla titresime girer. Bu

titresim sonucu, elektromanyetik enerji 1siya doniislir. Elektromanyetik enerjinin 1s1
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enerjisine doniistimii, maddenin elektromanyetik o6zelliklerine ve ayni zamanda
maddenin sicakligina ve frekansa bagl olarak gergeklesir.

Elektromanyetik alanla madde arasindaki etkilesim, maddenin molekiiler
yapisina baghidir. Polar molekiiller veya asimetrik molekiiler yapilar (6rnegin su)
mikrodalga enerjisini tutarak 1smir. Polar molekiillerin mikrodalga frekanslarinda
titresime rotasyona zorlanmalariyla elektromanyetik enerji 1siya doniismektedir. Is1
gradyanmi igten disartya dogru olan mikrodalga 1sitma islemlerinin, klasik 1sitma
yontemlerine gére 6nemli avantajlar vardir.”

Yiiksek frekansa sahip bir elektromanyetik dalganin etkisi altinda bulunan bir
maddenin 1siabilecedi uzun zamandir bilinmektedir. Bu 1sinma etkisi, madde i¢indeki
yiikli parcaciklar ile mikrodalganin elektrik saha komponentinin etkilesiminden
kaynaklanir. Bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan 1sinmaya 2 6nemli etki sebep olur. Eger
yiikli parcaciklar madde icinde serbestce hareket edebiliyorlarsa, bu saha iginde
serbestce hareketlenmeye sebep olacak bir akim olusacaktir. Eger bu yiiklii pargaciklar,
mikrodalga 1sima altinda bulunan madde igerisinde bagh ise, bu durumda
mikrodalganin elektrik saha komponenti, bu yiiklii par¢aciklarin hareketlenmesini tesvik
edecektir. Yiikli parcacig bir arada materyal igerisinde tutan bag, bu hareketlenmeye
zit bir kuvvet olusturacaktir. Bu durum elektrik sahasinin olusturmus oldugu kuvvetin,
bagin olusturdugu zit kuvvetlerle dengelenmesine kadar siirer ve materyal igerisindeki
dipolar polarizasyon olarak tanimlanir. Neticede, ytiklii partikiiller 6telenme, donme ve
titresim hareketleri yapmaya zorlanirlar. Yikli partikiillerin hareketlenmesinden dolay1
polar partikiillerin polarizasyon derecesi artar. Mikrodalgalarin elektrik ve magnetik
alanlan etkisi ile birlikte olusturulan bu ¢ok hizli hareketlilik (saniyede 2.4x10° kez)
partikiiliin 1sinmasma yol acacaktir. Partikiilii olusturan molekiillerin bir arada

bulunmasi bu hareketlenmeye ¢cok cabuk cevap veremeyecektir. Bu gecikmeden dolay1
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hareketlenmeyi engelleyici zit bir kuvvet olusacak ve partikiil igerisinde meydana gelen
bu siirtinme sonucunda belirli bir 1s1 olusacaktir. Bu olay literatiirde mikrodalga

dielektrik 1sitma olarak ge¢mektedir.

2.7.2. Mikrodalga Issmadan Kaynaklanan Uriin Seciciligi

Mikrodalga 1s1ma sonunda olusan {iriin segiciligi birka¢ reaksiyonla
incelenmistir. 6-Dimetoksi-B-dihidrohebin ile asir1 metilvinilketonun vermis oldugu
Diels-Alder reaksiyonu klasik sartlar altinda yapilmis ve yaygin olan polimerizasyon
tiriinleri elde edilmistir. Ayn1 reaksiyon mikrodalga 1sima altinda yapilinca daha az

polimerik madde elde edilmistir.

2.7.3. Mikrodalga Sentez Yonteminin Avantajlari

1. Islem hiz1 klasik metotlardan daha hizlidir.

2. Kimyasal maddeleri direkt olarak 1sitir.

3. Karisimlarda segici 1sitma saglar. Mikrodalga ekipmanlar1 otomatik
sistemlerle kolaylikla adapte edilebilir ve gii¢ seviyesi elektronik olarak gortilebilir.

4. Klasik 1sitmanin aksine, sicaklik gradyeni {ireten volumetrik bir islemdir.

5. Kayip faktorii, sicaklik belirli bir kritik sicakliga ulastigi zaman hizla
yiikselir ve bu durum mikrodalga ile 1sitilan maddenin sicakliginda ani bir ylikselme
meydana getirir.

6. Isitma dogrudan ve merkezdendir.

7. Enerji elektromagnetik dalgalarla tasindigindan ortamda enerji kaybi
meydana gelmez, maddede sicaklik gradienti minimum olur.

8. Enerji maddenin i¢ine kadar niifuz ederek endiistriyel islemin daha aktif ve
hizli yapilmasini saglar.

9. Sistemler kolaylikla otomatize edilebilir.
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10. Optimum sartlarda klasik sistemlere nazaran enerji ve zaman tasarrufu
saglanir ve bunun sonucunda enerji kayb1 minimum olur.

11. Uzaktan etki yapar, enerjiyi malzemeye tasiyan dogrudan bir arag
bulunmaz.

12. Kullanilan ortamda kirlenme olmadigindan sistemin daha saglikli ve temiz
olarak kullanilabilmesini ve sistemlerin kesikli ve siirekli olacak sekilde esnek olarak

uygulanabilmesini saglar.76

2.7.4. Mikrodalga Sentez Yonteminin Dezavantajlari

1. Ismin ve basincin aniden artmasi nedeniyle patlama tehlikesi bulunmaktadir.

2. Insan saghg agisindan radyasyon sizintisimin dnlenmesi  gerektiginden
tamamen kapal1 bir sistem olmasi1 zorunludur.

3. Kullanilan kaplarin, ambalaj malzemelerinin mikrodalga ortamima uygun
olmasi1 gerekmektedir.

4. letken maddeler mikrodalga etkisi ile ark olusmasina neden olmakta iiriin ve
ekipmana hasar verebilmektedir. Kuartz cam, porselen, plastik, mikrodalga i¢in uygun

malzemeler olarak bilinmektedir.”
2.7.5. Mikrodalga Reaksiyon Teknikleri

2.7.5.1. Coziiciisiiz Reaksiyonlar

Bu reaksiyonlarda reaktifler ya mikrodalga geciren bir maddeyle (silika,
aliimina, kalay) sarilir ya da giiclii adsorbe edici 6zelligi olan inorganik bir destek
kullanilir. Ozellikle ilk yillarda bu teknoloji, evde bulunan mikrodalga firinlarla giivenli
bir sekilde uygulanabileceginden ¢ok popiiler olmustur. Homojen 1sitmanin olmayist,
karistirma, reaksiyon sicakliginin kesin olarak belirlenememesi gibi problemler

mevcuttur.’’
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2.7.5.2. Faz-Transfer Katalizleri

Coziiclisliz uygulamalara ek olarak faz transfer katalizi (PTC) kosullar1 da
mikrodalga destekli organik sentez tekniklerinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Faz
transfer katalizlerinde reaktantlar iki ayr1 fazda bulunur; bunlar sivi-sivi veya sivi-kati
olabilir. Stvi-sivi PTC’de fazlar birbiri i¢inde ¢oziinmediginden, iyonik reaktifler sulu
fazda ¢dziinmiis halde bulunurken, substrattan kalanlar organik fazdadir. Ote yandan
kati-sivi PTC’de iyonik reaktifler organik ortamda siispansiyon halinde kati halde
kalabilirler. Sulu veya kati fazdan organik faza anyonlarin transferi faz transfer
katalizorleri ile kolaylagtirillir. Bunlar kuarterner amonyum tuzlari veya katyon
kompleks ajanlaridir. Organik sentezlerdeki bu transferler genellikle atmosferik basingta

ve acik kaplarda ger(;ekle§tirili1r.77

2.7.5.3. Coziiciilii Reaksiyonlar

Acik Kap-Kapah Kap Sartlan

Organik ¢oziiciiler kullanilarak yapilan mikrodalga destekli sentezler ya agik ya
da kapali kaplarda gergeklestirilir. Eger agik bir kapta ve atmosfer basincinda ¢oziiciiler
mikrodalga 1s1ma ile 1sitiliyorsa, c¢oziiciilerin kaynama noktasi reaksiyon sicakligin
kisitlar. Yiiksek reaksiyon hizlarina ulagmak igin, dimetil siilfoksit, 1-metil-2-pirolidon,
1,2-diklorobenzen veya etilen glikol gibi yiiksek kaynama noktasina ve mikrodalga
absorblama giiciine sahip ¢oziiciiler kullanilir. Ancak bu ¢oziiciilerin kullanimi {iriiniin
ayrilmasi sirasinda ciddi zorluklar ortaya cikarir. Bu yaklasim toluen gibi diisiik
kaynama noktal1 ¢oziiciiler i¢in 1sitmanin periyodik olarak kesilmesi ile ayarlanmistir.
Bu yontem modifiye edilmemis ev tipi mikrodalga cihazlarin kullaniminda ciddi yangin

tehlikesi olusturmaktadir. Son yillarda bilgisayardan sicaklik ve basing kontrolleri
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sayesinde kapal1 kaplarda gerceklestirilen mikrodalga destekli organik sentezler yeniden
Onem kazanmustir.

Basinch Reaksiyon Kaplari

Diger yontemlere nazaran kapali kaplarda gaz halindeki ¢dziiciilerle daha az
mikrodalga deneyleri yapilmistir. Her ne kadar ¢esitli yayinlarda endiistriyel islemler
icin heterojen gaz fazi katalitik reaksiyonlarinin 6nemli oldugu vurgulansa da, basingl
reaksiyon kaplarinin mikrodalga destekli organik sentezlerde kullanimi yaygin degildir.
Modern tek modlu mikrodalga reaktorlerin ve reaksiyon kaplarinin tasarimi nedeniyle
basing¢landirma miimkiin degildir. Ancak bazi arastirmacilar deney boyunca bir miktar
(2-3 bar) basinci artirarak gaz reaktiflerin deneylerde kullanimuni tarif etmislerdir.”’

Mikrodalga ile sentez yontemine roziglitazonun sentezi 6rnek olarak verilebilir.
Tip II diyabette antihiperglisemik bir ajan olan rosiglitazonun basit, hizli, yiiksek
verimde ve ¢evreye zarart olmadan mikrodalga destekli total sentezi gelistirilmistir. Bu
bilesik Mikrodalga yonteminde su ile 140 °C’da 10 dk’da % 90 verimle, ¢oziiciisiiz
ortamda 140 °C’da 20 dk’da % 92 verim elde edilirken, klasik yontemle ayn1 ¢oziicii ve

sicakliklarda sirastyla 12 ve 15 dk’da % 82 ve % 85 verimle sentezlenmistir.®

2.8. ila¢ Tasariminda Fizikokimyasal Ozelliklerin Onemi

Quantitative Structure Activity Relationship, Kantitatif Yap:1 Aktivite Iliskisi
(QSAR) yaklagimi, ilacin fizikokimyasal 6zelliklerini inceleme ve tanimlamaya ve bu
ozelliklerin ilacin biyolojik aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigim
anlamamizi saglar. Son yiizyilda QSAR ig¢in ilk yaklasim kimyasal yap1 ve biyoaktivite
arasindaki iliskileri kantitatif olarak ifade etmek olmustur.” Bununla birlikte kantitatif
80, 81

metodlar ilk kez modern medisinal kimyaya Corwin Hansch tarafindan tanitilmistir.

QSAR yaklasimi ile bircok fiziksel, yapisal ve kimyasal 6zellikler ¢alisilmistir. Fakat
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cogunlukla bir¢ok arastirmaci ortak olarak bu caligmalar1 hidrofobik, elektronik ve

sterik parametreler lizerinde yogunlastirmistir.

2.8.1. Hidrofobisite

Bir ilacin lipofilik karakteri o ilacin canli hiicre membranlarindan gegmesinde ve
ilacin reseptorle etkilesmesinde ¢ok Onemlidir. Bir ila¢ molekiilinde farkl
siibstitiientlerin  kullanimi1 o ilacin lipofilik o6zelligini dolayisiyla da ilacin

biyoaktivitesini de degistirecektir.

2.8.2. Partisyon Katsayis1 (P)

Yag / su partisyon katsayilarinin (dagilim katsayisi), genis bir bilesik grubunun

8 8 Bir ilacin

narkotik etkisi ilizerinde Onemli bir rolii oldugu rapor edilmistir.
hidrofobik 6zelligi deneysel olarak oktanol / su karisiminda ilacin dagilimi test edilerek
61(;ﬁ16bi1i1’.84 Hidrofilik molekiiller bu ikili faz sisteminin su tabakasinda, hidrofobik

molekiiller ise oktanol tabakasinda c¢oziinecektir. Bu degisken dagilim, partisyon

katsayisi (P) olarak tanimlanmaktadir ve asagidaki esitlikle hesaplanir:

(Oktanol’de ¢oziinen ila¢ konsantrasyonu)

(Suda ¢6ziinen ilag konsantrasyonu) x (1-a.)

a: [yonizasyon derecesi

Sekil 2.9. Partisyon katsayisinin formiilii

Hidrofobik bilesikler yiiksek P degerine, hidrofilik bilesikler ise diisiik P
degerine sahiptirler. Bir bilesik serisinde lider bir molekiile degisik stibstitiientler
takilarak farkli hidrofobisite dolayisiyla farkli P degerleri hesaplanir. Bu da P degeriyle

biyolojik aktivite arasinda bir iligki olup olmadigin1 gormemizi saglar. Biyolojik aktivite
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1/C olarak tanimlanir. Buradaki C degeri, ilacin biyolojik etkinlik gosterebilmesi i¢in

gerekli konsatrasyonunu ifade etmektedir.®*

2.8.3. Siibstitiient Hidrofobiklik Sabiti (i)

Bir molekiildeki farkli siibstitiientlerin varligi, bilesigin hidrofobikligine katkida
bulunur ve bu katki kullanilarak partisyon katsayist1 hesaplanabilir. Bu katki
siibstitiientin hidrofobiklik sabiti (m) olarak bilinir.®* X siibstitiienti icin hidrofobiklik

sabiti (1x) asagidaki esitlikle elde edilir:

nx=log Py —log Py = ------mmmmmmmmmmmmee

Sekil 2.10. Siibstitiient hidrofobiklik sabitinin formiilii

Bu esitlikte Py standart bilesigin partisyon katsayisini ve Px ise siibstitiie
bilesigin partisyon katsayisini ifade etmektedir. Bu esitlikten ¢ikan 7 degerinin pozitif
olmas1 siibstitiientin hidrojenden daha hidrofobik oldugunu, negatif deger ise

stibstitiientin hidrojenden daha hidrofilik oldugunu gosterir.

2.8.4. Elektronik Etkiler

Elektronik etki, bir bilesigin biyoaktivitesinin bagli oldugu birgok fizikokimyasal
parametreden biridir. Bir ilacin iyonizasyonu ve polaritesi degisik siibstitlientlerin
elektronik etkilerinden etkilenir. Elektronik etkiler, ilacin reseptdrle nasil kuvvetli
baglanabilecegini veya hiicre membranlarindan nasil kolayca gegebilecegi iizerindeki
etkiyi aciklar.** Hammett siibstitiient sabiti (o) bir siibstitiientin elektron alic1 veya

elektron verici 6zelliginin bir Slgiisiidiir.®
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Bir siibstitlient i¢in Hammett siibstitiient sabiti (ox) asagidaki esitlikle

hesaplanabilir:

Sekil 2.11. Hammet siibstitlient sabitinin formiilii

Ky non-siibstitiie bilesigin denge veya disosiasyon sabitidir ve Ky ise siibstitiie
bilesigin denge veya disosiasyon sabitidir. Elektron ¢eken siibstitiientler (NO,, F, Br,
Cl, CN, CF3, vs.) pozitif ¢ degerleri, elektron veren siibstitiientler (CH3, OCHs, Vvs.)

negatif o degerleri alirlar. Hidrojen atomu i¢cin Hammett sabiti ise sifirdir.

2.8.5. Sterik Faktorler

Ilacin etkisini gdsterebilmesi igin etki edecegi bolgeye baglanmasi gereklidir.
Bundan dolayi ila¢g molekiiliiniin biiytikliigii, sekli ve hacmi bu baglanmada 6nemli bir

rol oynar.

2.8.5.1. Taft’in Sterik Faktorii (ES)

Taft’in Es parametresi, siibstitiientlerin sterik 6zelliklerinin hesaplamasinda
kullanilan ortak bir parametredir. Asagidaki esitlik ile alifatik esterlerin asit hidrolizi ile

Es degeri bulunabilir:

K: Siibstitiie esterin asidik hidroliz orani
Ko: Esterin hidroliz orani

Sekil 2.12. Taft’in Es parametresinin formiilii
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2.8.5.2. Molar Refraktivite (MR)

Molar refraktivite, sterik faktorlerin Olglimii i¢in kullanilan diger bir
parametredir. Molar refraktivite bir atom veya atom grubu tarafindan isgal edilen

hacmin 6lgiisiidiir. Molar refraktivite asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanabilir:

n: Refraksiyon indeksi
M.A: Molekiil agirligt
d: Yogunluk

Sekil 2.13. Molar refraktivitenin formiili

M.A / d hacmi tanimlar iken, (n®-1) / (n?+2) ise siibstitiientin nasil kolay polarize
olabilecegini tanimlamak iizere dogrulama faktoriinii ifade eder. Eger siibstitlient pi
elektronu veya ortaklagmamis elektron cifti tasiyorsa molar refraktivite oldukca
onemlidir. Bahsedilen parametrelere ilaveten Van der Waals etkilesimi, molekiil agirlig
ve hatta uzaysal konumlanma modelleri biyoaktiviteye sterik katkiyr agiklamakta

kullanilan diger parametrelerdir.

2.8.6. Hansch Esitligi

Eger bir bilesigin biyolojik aktivitesi sadece bir fizikokimyasal 6zellige bagh
olsaydi basit bir esitlik olusturulabilirdi. Ancak bunun tam aksine ¢ogu ilacin biyolojik
aktivitesi bir¢cok fizikokimyasal parametre ile iligkilidir. Bundan dolay:1 esitliklerde
siklikla biyolojik aktivite ile iliskilendirilebilecek birden fazla parametre kullanilir.
Hansch esitligi gibi esitlikler genellikle biyolojik aktivite ile bircok ortak fizikokimyasal
ozellikleri iligkilendirir. Asagidaki esitlikte oldugu gibi eger lipofilik degerler orani

kiiciik bir oranda tutulabilirse esitlik lineer olacaktir.
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1
Log (-----) = ki x log P + ko x o+ kg X ES + K4
C

Eger P degeri yiiksek bir oranda ¢ikarsa, esitlik parabolik olacaktir.

Asagidaki esitlikte oldugu gibi;

1
Log (----) = -k X (log P)* + ko X log P + k3 x o+ ks X ES + ks
C

C: Spesifik etki olusturmak icin gereken ilag konsantrasyonu
P: Partisyon katsayisi degeri

o: Hammett siibstitiient sabiti

Es: Taft’in sterik faktorii

Sekil 2.14. Hansch esitliginin formiilii

2.8.7. Iyonlasma Sabiti (Ka)

Her asit ya da baz sulu ortama alindiginda, yapisina bagli olarak degisik
iyonizasyon oranlarinda dissosiye olur. Asitlerin ya da bazlarin dissosiyasyonunu
etkileyen nedenlerden birisi de i¢inde bulunduklari ortamin pH’sidir. Eger ortam asidik
ise bazik ilaglar katyonik durumda, eger ortam bazik ise asidik ilaglar anyonik durumda
olmayi tercih ederler. Her iki durumda s6z konusu bilesikler iyonize durumdadir. Zay1f
asit ya da zayif baz niteliginde olan ilaclarin lipoid nitelikteki zarlardan gegisleri ne
kadar iyonize olduklarina baglidir. Noniyonize durumda olanlar, lipoid nitelikteki
zarlardan kolay gecerler. Boylece olusan konsantrasyonun biyolojik etki tizerindeki rolii
buiyiiktiir.

Iaglar bilindigi gibi iyonize, noniyonize, kismen iyonize ve kismen noniyonize
olmak iizere ii¢ sekilde bulunabilirler. Belirli pH’da bir ilacin iyonize ya da noniyonize

sekillerinin bagil konsantrasyonu Henderson-Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir:
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[iyonize olmamis ilag]
Asitler lg:m log o = pKa_pH
[iyonize ilag]

[iyonize olmamis ilag]
Bazlar igin: log -----==--=-=====emmememm oo oo = pH-pKa
[iyonize ilag]

Sekil 2.15. Henderson-Hasselbach denklemi

Bu denklemlerden ¢ikarak her zaman zayif asit ya da zayif bazik 6zellikteki
bir ilacin iyonize ya da noniyonize kisimlarinin konsantrasyonunu hesaplamak

mumkuindir:

pH = log --------- + pKa

Sekil 2.16. pH’ nin formiilii

Zayif asit iceren ¢Ozeltinin pH’s1 ylikseldik¢e, asidin iyonik seklinin
konsantrasyonu yiikselir. Zayif bir baz igeren c¢ozeltinin pH’s1 yiikseldik¢e bazin
molekiiler seklinin konsantrasyonu ytikselir.

Henderson-Hasselbach denklemiyle zayif asit molekiiliiniin iyonizasyon yiizdesi

ya da fraksiyonu hesaplanabilir. Yiizde iyonize sekil asagidaki denklem ile bulunur:
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i x 100
% Iyonize Sekil = --------------
i+N

i: lacin iyonik seklinin konsantrasyonudur.
N: Noniyonik (molekiiler) seklinin konsantrasyonudur.

Sekil 2.17. Molekiillerin % iyonize seklinin formiilii

Asitler diisiik pH degerinde yani asit pH’da daha gii¢lii biyolojik etki gosterir.
pH arttik¢a etki diismeye baslar. Ciinkii bu sahada iyonizasyon artmaktadir. Bunun tam
tersi zayif bazlar i¢in dogrudur.

Molekiiller genellikle hiicre zarlarimi parcalanmamis ve dissosiye olmamis
sekilde gecerler. Zayif asitler, diisitk pH’larda nondissosiye durumda bulunacaklari i¢in
bu pH’larda hiicre zarlarini kolay gegerler. Ayni bilesikler yiiksek pH degerinde iyonize
olmaya baslarlar. Bu ise hiicre zarlarim1 en zor gegebilecekleri durumdur. Bu nedenle
daha diistik etki gosterirler. Bunun tam tersi durumda zayif bazik bilesikler igin s6z

konusudur.

2.8.8. Topliss Yaklagim

Topliss yaklasimi, molekiiler modifikasyonla 6ncii ilag optimizasyon yontemidir.
Molekiiler modifikasyonla ilag gelistirmede sentez edilebilecek molekiil sayisi ¢cok fazla
oldugundan stibstitiient secmede eger akilci bir yol izlenmezse, basar1 sanst oldukca
azdir. Bundan dolayi, molekiil optimizasyonunda c¢ok sayidaki molekiil
kombinasyonundan, dncelikle hangi molekiiliin sentez edilecegine karar vermek igin,
belli kural ve kolayliklar getiren yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden en ¢ok
bilineni, Topliss tarafindan 6nerilen ve kendi adiyla bilinen yéntemdir. Bu yaklasimin
temeli, molekiile eklenen belirli bir siibstitiient; hidrofobik, elektronik ve sterik etkilerle
meydana gelecek degisikliklerin bir sonucu olarak, aktiviteyi ana bilesige gére modifiye
ettigi seklinde oOzetlenebilir. Bu esastan yola ¢ikan Topliss aromatik ve alifatik
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zincirdeki siibstitiient degisiklikleri i¢in kullanilan ‘Topliss’in karar agacglari’ olarak
bilinen iki sema hazirlamistir. Bu semalarda miimkiin olabildigince etkili olabilecek
optimum siibstitiientler dizayn edilmis ve farkli siibstitiientlerin hidrofobik, elektronik
ve sterik faktorleri diisiiniilerek halzlrlammls‘ur.87

Aril halkali bilesiklerde once 4-kloro analogu hazirlanir ve bunun biyolojik
aktivitesi non-siibstitiie ana bilesikle karsilastirilir. Bu asamada 3 olasilik vardir; kloro
tiirevi daha aktif olabilir (M), esit aktivite gostermis olabilir (E) veya non-siibstitiie ana
bilesikten daha az aktif (L) olabilir. Eger 4-kloro tiirevi daha aktif ise bir sonraki
basamakta 3,4-dikloro tiirevi sentezlenir. Boylece hem n, hem de ¢ degerleri 6nemli
Olclide artirilmis olur. Eger 4-kloro tlirevi ana bilesikten daha az aktif ise m ve o
degerlerini ana bilesige gore daha diisiirmek amaciyla 4-metoksi tiirevi hazirlanir. 4-
kloro tiirevi ana bilesikle esit aktiviteye sahipse 4-metil analogu hazirlanir. m ve o
degerleri goz Oniinde tutularak bu sistematik basamaklandirma islemine optimum
aktivite elde edilinceye kadar devam edilir (Sekil 2.18). Son olarak 4-nitro tiirevi
denenir. Bu yaklasim ile en aktif bilesigi bulmak i¢in sentezi yapilacak bilesik sayisi

genellikle 15-20’yi asmaz.
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4-Cl 4-Cl
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| | |
4-OCH; 4-OCH;, 4-OCHjs 4-CHj, 4-CH3 4-CH,
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3-ClI 3-ClI 3-Cl
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4-N(CHg); 4-N(CHg3), 4-N(CH3), 3,5-Cl,
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3-CHg, 4-N(CH3), 3-NO,

4-NO, (CN, COCHys, SO,CH;, CONH,, SO,NH,)
4-NH,; 4-OH; 3CHs, 4-OCHj,

4-F

M
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L E M
| I
3,4-Cl, 3,4-Cl, 3,4-Cl,
4-CF, 3-CF3, 4-Cl
2,4-Cl
’ ‘ 2 3-CF3, 4-NO,
4-NO,

Sekil 2.18. Aromatik halkada siibstitiient segmek i¢in Topliss semasi
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2.9. Biyoaktivite Testleri

Herhangi bir biyolojik aktivitenin tayini amaciyla kullanilan testler in vivo ve in
vitro yontemler olmak tizere ikiye ayrilir. En yaygin kullanilan in vitro yontemler hiicre
kiiltiirii, enzim aktivite / inhibisyon testleri, spektroskopik yontemler gibidir. /n vivo
testler ise cesitli deney hayvanlar1 (fare, sigan, tavsan gibi) kullanilarak yapilir.
Hayvanlarin ¢esitli viicut doku veya sivilarindaki ilgili biyokimyasal parametreler deney

sonunda degerlendirilir.2® #
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Yontemler

3.1.1. Sentez Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Bilesiklerin sentezinde 4-hidroksibenzaldehit (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,
Germany), sodyum hidrojen siilfit (Riedel-de Haen, Seelze, Germany), o-fenilendiamin
(Fluka, Steinheim, Germany), dimetilamin (Fluka, Steinheim, Germany), pirolidin
(Fluka, Steinheim, Germany), piperidin (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany),
N-metilpiperazin (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany), morfolin (Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, Germany), paraformaldehit (Fluka, Steinheim, Germany), formaldehitin
% 37’lik metanoldeki ¢ozeltisi (J.T. Baker, Deventer, Holland), asetonitril (Sigma
Aldrich, Buchs, Switzerland), metanol (Riedel-de Haen, Hanover, Germany), etanol

(Riedel-de Haen, Hanover, Germany) ve saf su kullanilmistir.
3.1.2. Yontemler

3.1.2.1. Kromatografik Analizler

Sentez c¢alismalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarm1 kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (ITK) yararlamld.
ITK icin 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF 254 (Merck Art 5715) hazir kromatografi
plaklar1 kullanildi. Kromotografi islemi oda sicakliginda yapildi ve siiriikleme islemi
kromatografi tankinin ¢oziicii buharlariyla doyurulmasindan sonra gergeklestirildi.
Siiriikleme isleminden sonra agik havada kurutulan plaklar {izerindeki lekelerin
belirlenmesinde 254 nanometre (nm) dalga boyundaki ultraviyole (UV) isigindan

(Mineralight Lamp UVGL-58) faydalanildi. Saflastirma islemlerinde kullanilan siitun
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kromotografisi yonteminde adsorban olarak silikajel 60 (0.063-0.2 mm, Merck,

Darmstadt, Germany) kullanilmistir.

3.1.2.2. Spektral Analizler

Bilesiklerin ‘H Niikleer Manyetik Rezonans (*H NMR) spektrumlart Bruker
DPX-500FT-NMR (U.S.A) spektrofotometresinde ve *C Niikleer Manyetik Rezonans
(*C NMR) spektrumlari 400 (100) Megaherzt (MHz) Varian spektrometresinde
(Danbury, USA) alinmistir. Z1M, Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B, Z5M ve
Z5B bilesikleri i¢in déterokloroform (CDCls), Z bilesigi i¢in déterometanol (CD3;0D)
NMR ¢oziictisii olarak kullanilmistir. Bilesiklerin kiitle spektrumlart Thermo Electron

Coop. Finnigor LTQ kiitle spektrometresinde (IT-MS / ESI-MS) alinmustir.

3.1.2.3. Erime Noktas1 Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9100 marka (IA9100, U.K) erime
derecesi tayini cihazi kullanilarak tespit edildi.

3.1.2.4. Mikrodalga Cihaza

Bilesiklerin sentezinde CEM Discover (Matthews, NC, USA) marka mikrodalga
cihazi kullanilmustir.

3.2. Tasarlanan Bilesiklerin Sentezi

3.2.1. Z Bilesigi: 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol

4-Hidroksibenzaldehit (3 g, 24.6 milimol (mmol) ) ve sodyum hidrojen siilfitin
% 40’lik ¢ozeltisine (2.56 g, 24.6 mmol, 6.4 ml) etanol:su (3:1, 60 ml) ilave edildi.
Reaksiyon karisimi 120 dakika oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonucu olusan

beyaz ¢okelek (sodyum hidroksil(4-hidroksifenil)metansiilfonat tuzu) siiziildi,
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kurutuldu.*® Bu bilesik (1 g, 4.4 mmol) ve o-fenilendiaminin (0.479 g, 4.4 mmol)
asetonitrildeki (15 ml) ¢dzeltisi mikrodalga cihazinda 13.8 bar basingta 145 °C’de 200
Watt (W)’da 10 dakika 1sitildi. Tepkimenin yiiriiyiisii ITK ile izlendi. Reaksiyon
ortaminda sodyum hidroksil(4-hidroksifenil)metansiilfonat tuzunun tiikkenmesinden
dolayr 10 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon sonucu olusan agik
kahverenkli  ¢okelek siiziilerek ayrildi ve metanol:su (3:1) karisimindan
kristallendirilerek saflastirildi. Z bilesigi % 73.87 verimle 0.687 g koyu kahverenkli kati
olarak elde edildi. Bilesigin erime derecesi 291-293 °C’dir. Bilesigin literatiirdeki erime

derecesi 294-296 °C’dir.%* %

0]

0
1]
HoWH + Na=S-OH ————~ HO@CH(OH)SOgNa

0]

Sekil 3.1. Sodyum hidroksil(4-hidroksifenil)metansiilfonat tuzunun sentezi

N
HO@—CH(OH)SO3Na + @[ — @@OH

NH, H
Sekil 3.2. Z bilesiginin sentezi

NH,

'H NMR (CD50D) (Sekil 3.3.)

Kimyasal kayma (8) 6.90-6.93 (XX’, AA'XX" sisteminin parcasi, dublet (d)
goriiniimlii, jiromanyetik sabiti (J) = 8.7 Herzt (Hz), 2H), 7.16-7.20 (XX', AA'XX"
sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.51-7.55 (AA’", AA’XX" sisteminin
pargasi, d goriinimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.90-7.93 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d

goriiniimlii, J = 8.7 Hz, 2H)
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3C NMR (CD50D) (Sekil 3.4.)

0114.3,115.7,120.9, 122.3, 128.3, 152.7, 159.8

Kiitle spektrumu (Sekil 3.5.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M*+1 (211.2)

ekil 3.3. Z bilesiginin ‘*H NMR spektrumu
g p

Sekil 3.4. Z bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.5. Z bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.2. Z1M Bilesigi: 2-[3-(Dimetilaminometil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.5 g, 2.4 mmol), paraformaldehit (0.286 g, 9.5
mmol) ve dimetilaminin % 40’lik sudaki ¢ozeltisinin (0.107 g, 2.4 mmol, 0.3 ml)
asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi geri geviren sogutucu altinda reflux edildi. Tepkimenin
yiiriylisit ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol
bilesiginin tiikenmesinden dolay1 90 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon
¢coOziiciisii algak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 siitun kromatografisi
yontemiyle [silikajel 60 (70-230 mesh)] kloroform:metanol (80:20) ¢oziicii sistemi
kullanilarak saflastirildi. Z1M bilesigi % 36.79 verimle 0.234 g beyaz renkli kat1 olarak

elde edildi. Bilesigin erime derecesi 187-189 °C’dir.
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Sekil 3.6. Z1M bilesiginin sentezi

'H NMR (CDCl5) (Sekil 3.7.)

8 2.13 (s, 6H), 3.33 (s, 2H), 6.76-6.78 (B, ABX sisteminin parg¢asi, d goriintimli,
J=8.4 Hz, 1H), 7.19-7.21 (XX’, AA"XX’ sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 3.0 Hz,
2H), 7.58-7.61 (AA’, AA’XX’ sisteminin pargasi, d goriinimli, J = 3.0 Hz, 2H), 7.84-
7.99 (X, ABX sisteminin pargasi, singlet (s) goriintimlii, J = 1.4 Hz, 1H), 8.06-8.08 (A,

ABX sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H)

13C NMR (CDClI5) (Sekil 3.8.)

044.4,62.4,115.1,116.8,120.9,122.7,122.7,127.9, 139.5, 153.4, 160.6

Kiitle spektrumu (Sekil 3.9.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (268.2)
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Sekil 3.7. Z1M bilesiginin *H NMR spektrumu

Sekil 3.8. Z1M bilesiginin “*C NMR spektrumu
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Sekil 3.9. Z1M bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.3. Z1B Bilesigi: 2-[3,5-Bis(dimetilaminometil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (3 g, 14.3 mmol), paraformaldehit (1.714 g,
57.1 mmol) ve dimetilaminin % 40’lik sudaki ¢ozeltisinin (2.573 g, 57.1 mmol, 6.4 ml)
asetonitrildeki (40 ml) ¢ozeltisi mikrodalga cihazinda 13.8 bar basingta 110 °C’de 150
W’da 5 dakika 1sitildi. Tepkimenin yiiriiyiisii ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-
Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin tilkenmesinden dolayr 5 dakika sonunda
reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiclisii algak basing altinda damitildi. Reaksiyon
kalintis1 ~ slitun  kromatografisi  yontemiyle [silikajel 60 (70-230 mesh)]
kloroform:metanol:amonyum  hidroksit  (80:20:2) ¢06ziicii  sistemi  kullanilarak
saflagtirildi. Z1B bilesigi % 26.25 verimle 1.215 g acik sar1 renkli kati1 olarak elde

edildi. Bilesigin erime derecesi 170-172 °C’dir.
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Sekil 3.10. Z1B bilesiginin sentezi

'H NMR (CDCI5) (Sekil 3.11.)

0 2.04 (s, 12H), 3.30 (s, 4H), 7.09-7.11 (XX’, AA’XX" sisteminin parg¢asi, d
goriiniimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.51-7.53 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriiniimlii,

J=2.9 Hz, 2H), 7.91 (s, 2H)

13C NMR (CDCls) (Sekil 3.12.)

044.7,60.0, 115.0, 120.5, 122.4, 123.7, 128.2, 139.6, 153.3, 159.3

Kiitle spektrumu (Sekil 3.13.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (325.2)
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Sekil 3.11.

Z1B bilesiginin *H NMR spektrumu

200

Sekil 3.12.

Z1B bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.13. Z1B bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.4. Z2M Bilesigi: 2-[3-(Pirolidin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.5 g, 2.4 mmol), paraformaldehit (0.286 g, 9.5
mmol) ve pirolidinin (0.169 g, 2.4 mmol) asetonitrildeki (7 ml) ¢ozeltisi mikrodalga
cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de 100 W’da 5 dakika 1sit1ld1. Tepkimenin yiiriiyiisii
ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin
tikenmesinden dolay1r 5 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiciisii
alcak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 siitun kromatografisi yontemiyle
[silikajel 60 (70-230 mesh)] kloroform: metanol:amonyum hidroksit (70:30:1) ¢6ziicii
sistemi kullanilarak saflastirildi. Z2M bilesigi % 25.79 verimle 0.180 g turuncu renkli

katr olarak elde edildi. Bilesigin erime derecesi 200-203 °C’dir.
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Sekil 3.14. Z2M bilesiginin sentezi

'H NMR (CDCI5) (Sekil 3.15.)

o 1.60-1.90 (m, 4H), 2.30-2.69 (m, 4H), 3.57 (s, 2H), 6.75-6.77 (B, ABX
sisteminin pargasi, d goriiniimli, J = 8.4 Hz, 1H), 7.18-7.20 (XX’, AA’XX" sisteminin
pargasi, d goriintimlii, J = 3.1 Hz, 2H), 7.56-7.59 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d
goriiniimli, J = 3.1 Hz, 2H), 7.92-7.93 (X, ABX sisteminin pargasi, s gorinimli, J =

1.6 Hz, 1H), 7.99-8.02 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H)

13C NMR (CDCl,) (Sekil 3.16.)

0 23.8, 53.4, 58.4, 115.0, 116.6, 120.8, 122.6, 123.2, 127.5, 127.6, 139.5, 153.3,

160.6

Kiitle spektrumu (Sekil 3.17.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (294.2)
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Sekil 3.15. Z2M bilesiginin *H NMR spektrumu

Sekil 3.16. Z2M bilesiginin “*C NMR spektrumu
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Sekil 3.17. Z2M bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.5. 7.2B Bilesigi: 2-[3,5-Bis(pirolidin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (2 g, 9.5 mmol), paraformaldehit (1.143 g, 38.0
mmol) ve pirolidinin (2.706 g, 38.0 mmol) asetonitrildeki (30 ml) ¢6zeltisi mikrodalga
cihazinda 13.8 bar basingta 110 °C’de 150 W’da 5 dakika 1sitildi. Tepkimenin yiiriiyiisii
ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin
tilkenmesinden dolay1 5 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiclisii
alcak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 viskoz madde dietileterle muamele
edilerek katilagtirildi. Olusan kat1 madde siiziilerek ayrildi. Ham iiriin dietileterde (2x10
ml) kaynatilarak stiziildii. Z2B bilesigi % 44.00 verimle 1.576 g kahverenkli kat1 olarak

elde edildi. Bilesigin erime derecesi 189-191 °C’dir.
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Sekil 3.18. Z2B bilesiginin sentezi

'H NMR (CDCI5) (Sekil 3.19.)

6 1.60-1.80 (multiplet (m), 8H), 2.41-2.62 (m, 8H), 3.67 (s, 4H), 7.17-7.19 (XX,
AA’XX" sisteminin pargasi, d goriintimli, J = 3.2 Hz, 2H), 7.45-7.65 (AA’", AA'XX’

sisteminin pargasi, d goériiniimlii, m, 2H), 7.83 (s, 2H)

13C NMR (CDCl,) (Sekil 3.20.)

023.7,53.9, 56.4,120.3, 122.4, 1245, 127.1, 152.9, 158.9

Kiitle spektrumu (Sekil 3.21.)

MS [ES(+)] (CHsCOCHs) m/z: M* +1 (377.3)

Sekil 3.19. Z2B bilesiginin *H NMR spektrumu
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Sekil 3.20. Z2B bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.21. Z2B bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.6. Z3M Bilesigi: 2-[3-(Piperidin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.6 g, 2.9 mmol), formaldehitin % 37’lik
metanoldeki ¢ozeltisi (0.343 g, 11.4 mmol, 0.9 ml) ve piperidinin (0.243 g, 2.9 mmol)
asetonitrildeki (15 ml) ¢dzeltisi mikrodalga cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de 100
W’da 5 dakika 1sit1ld1. Tepkimenin yiiriiyiisii ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-
Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin tiikenmesinden dolayr 5 dakika sonunda
reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiciisti algak basing altinda damitildi. Reaksiyon
kalintis1 ~ stitun ~ kromatografisi  yontemiyle [silikajel 60 (70-230 mesh)]
kloroform:metanol (70:30) ¢oziicii sistemi kullanilarak 6n saflastirmaya tabi tutuldu.
Siitundan alinan fraksiyon etanolden 3 kez kristallendirilerek saflagtirildi. Z3M bilesigi
% 38.77 verimle 0,340 g beyaz renkli kat1 olarak elde edildi. Bilesigin erime derecesi

254-256 °C’dir.

)
CO-Oro - L, O O
OH + + HN — OH
Sekil 3.22. Z3M bilesiginin sentezi

'H NMR (CDClI5) (Sekil 3.23.)

o 1.49-1.65 (m, 6H), 2.10-2.90 (m, 4H), 3.68 (s, 2H), 6.83-6.85 (B, ABX
sisteminin pargasi, d goriintimli, J = 8.4 Hz, 1H), 7.21-7.23 (XX’, AA’XX" sisteminin
pargasi, d goriintimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.58-7.60 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d
goriiniimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.75-7.77(A, ABX sisteminin pargasi, d gériiniimli, J =
8.4 Hz, 1H), 7.85-7.95 (X, ABX sisteminin pargasi, s goriiniimlii, J = 1.8 Hz, 1H)

13C NMR (CDCls) (Sekil 3.24.)

024.0,25.9,53.9,61.9,116.7,120.7, 122.6, 122.7, 126.9, 127.9, 152.5, 160.7
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Kiitle spektrumu (Sekil 3.25.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (308.3)

Sekil 3.23. Z3M bhilesiginin *H NMR spektrumu

ppm

Sekil 3.24. Z3M bhilesiginin “*C NMR spektrumu
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Sekil 3.25. Z3M bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.7. Z3B Bilesigi: 2-[3,5-Bis(piperidin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (1 g, 4.8 mmol), paraformaldehit (0.571 g, 19.0
mmol) ve piperidinin (1.215 g, 14.3 mmol) asetonitrildeki (15 ml) ¢ozeltisi mikrodalga
cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de 100 W’da 5 dakika 1sit1ld1. Tepkimenin yiiriiyiisii
ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin
tikenmesinden dolay1r 5 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiciisii
alcak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 viskoz madde dietileterle muamele
edilerek katilastirildi. Olusan kati madde siiziilerek ayrildi. Daha sonra kati madde
asetonla (2x10 ml) yikandi, kurutuldu ve etilasetat:metanol’ den kristallendirilerek
saflagtirildi. Z3B bilesigi % 16.27 verimle 0.313 g beyaz renkli kat1 olarak elde edildi.

Bilesigin erime derecesi 238-240 °C’dir.
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Sekil 3.26. Z3B bilesiginin sentezi

'H NMR (CDClI5) (Sekil 3.27.)

8 1.46-1.62 (m, 12H), 2.38-2.61 (m, 8H), 3.62 (s, 4H), 7.21-7.23 (XX', AA'XX’
sisteminin pargasi, d gériintimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.43-7.65 (AA’, AA’XX" sisteminin

pargasi, d goriiniimli, m, 2H), 7.81 (s, 2H)

13C NMR (CDCl») (Sekil 3.28.)

024.2,25.9,54.3,59.5,120.1, 122.5, 123.6, 127.4, 152.7, 159.3

Kiitle spektrumu (Sekil 3.29.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (405.3)

Sekil 3.27. Z3B bilesiginin "H NMR spektrumu
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Sekil 3.28. Z3B bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.29. Z3B bilesiginin kiitle spektrumu
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3.2.8. Z4M Bilesigi: 2-[3-(4-Metil-piperazin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]

benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.3 g, 1.4 mmol), formaldehitin %37’lik
metanoldeki ¢ozeltisi (0.171 g, 5.7 mmol, 0.5 ml) ve N-metilpiperazinin (0.143 g, 1.4
mmol) asetonitrildeki (7 ml) ¢6zeltisi mikrodalga cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de
100 W’da 5 dakika 1sitild1. Tepkimenin yiiriiyiisii ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda
2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin tiikenmesinden dolayr 5 dakika sonunda
reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiclisii algak basing altinda damitildi. Reaksiyon
kalintis1 ~ stitun ~ kromatografisi  yontemiyle [silikajel 60 (70-230 mesh)]
kloroform:metanol (70:30) coziicli sistemi kullanilarak saflagtirildi. Z4M bilesigi %
20.65 verimle 0.095 g agik sar1 renkli kat1 olarak elde edildi. Bilesigin erime derecesi

116-118 °C’dir.
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Sekil 3.30. Z4M bilesiginin sentezi

'H NMR (CDCls) (Sekil 3.31.)

6 2.15 (s, 3H), 2.17-2.60 (m, 8H), 3.37 (s, 2H), 6.72-6.74 (B, ABX sisteminin
pargasi, d goriintimlii, J = 8.5 Hz, 1H), 7.14-7.17 (XX’, AA’XX" sisteminin pargasi, d
goriiniimli, J = 3.0 Hz, 2H), 7.54-7.56 (AA’, AA"XX" sisteminin pargasi, d goriiniimlii,
J = 3.0 Hz, 2H), 7.81-7.82 (X, ABX sisteminin pargasi, s gorinimli, J = 1.8 Hz, 1H),

7.94-7.96 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriinimli, J = 8.5 Hz, 1H)
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13C NMR (CDCl») (Sekil 3.32.)

0 45.9, 52.2, 54.8, 60.8, 115.0, 116.8, 121.2, 121.9, 122.7, 127.8, 128.1, 139.4,

152.9, 160.0

Kiitle spektrumu (Sekil 3.33.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (323.3)

Sekil 3.31. Z4M bilesiginin ‘*H NMR spektrumu

Sekil 3.32. Z4M bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.33. Z4M bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.9. Z4B Bilesigi: 2-[3,5-Bis(4-metil-piperazin-1-il-metil)-4-hidroksifenil]

benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (1 g, 4.8 mmol), paraformaldehit (0.571 g, 19.0
mmol) ve N-metilpiperazinin (1.906 g, 19.0 mmol) asetonitrildeki (20 ml) ¢ozeltisi
mikrodalga cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de 100 W’da 5 dakika 1sitilds.
Tepkimenin vyiiriiyiisii ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)
benzimidazol bilesiginin tiikkenmesinden dolayr 5 dakika sonunda reaksiyona son
verildi. Reaksiyon ¢o6ziiciisii algak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintisi viskoz
madde dietileterle muamele edilerek katilastirildi. Olusan kati madde siiziilerek ayrildi.
Ham iiriin dietileterde (3x10 ml) kaynatilarak, siiziildii. Z4B bilesigi % 46.54 verimle

0.962 g beyaz renkli kat1 olarak elde edildi. Bilesigin erime derecesi 231-233 °C’dir.
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Sekil 3.34. Z4B bilesiginin sentezi

'H NMR (CDClI5) (Sekil 3.35.)

o 2.21 (s, 6H), 2.25-2.43 (m, 16H), 3.53 (s, 4H), 7.16-7.22 (XX, AA'XX’
sisteminin pargasi, d gériintimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.38-7.50 (AA’, AA’XX" sisteminin
pargasi, d goriiniimli, m, 2H), 7.76 (s, 2H)

13C NMR (CDCl») (Sekil 3.36.)

046.0,52.9, 54.9, 58.9, 119.2, 120.7, 122.8, 123.3, 127.9, 152.5, 158.7

Kiitle spektrumu (Sekil 3.37.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (435.3)

Sekil 3.35. Z4B bilesiginin "H NMR spektrumu
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Relative Abundance

Sekil 3.36. Z4B bilesiginin **C NMR spektrumu
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Sekil 3.37. Z4B bilesiginin kiitle spektrumu



3.2.10. Z5M Bilesigi: 2-[3-(Morfolin-4-il-metil)-4-hidroksifenil]benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.5 g, 2.4 mmol), paraformaldehit (0.286 g, 9.5
mmol) ve morfolinin (0.207 g, 2.4 mmol) asetonitrildeki (7 ml) ¢bzeltisi mikrodalga
cihazinda 13.8 bar basingta 120 °C’de 100 W’da 5 dakika 1sit1ld1. Tepkimenin yiiriiyiisii
ITK ile izlendi. Reaksiyon ortaminda 2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol bilesiginin
tikenmesinden dolayr 5 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiciisii
alcak basing altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 siitun kromatografisi yontemiyle
[silikajel 60 (70-230 mesh)] diizopropileter:metanol (80:20) ¢6ziicii sistemi kullanilarak
saflastirildi. Z5M bilesigi % 63.72 verimle 0.469 g beyaz renkli kat1 olarak elde edildi.

Bilesigin erime derecesi 120-123 °C’dir.
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Sekil 3.38. Z5M bilesiginin sentezi

'H NMR (CDClI5) (Sekil 3.39.)

d 2.24-2.50 (m, 4H), 3.54 (s, 2H), 3.60-3.80 (m, 4H), 6.81-6.84 (B, ABX
sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H), 7.22-7.24 (XX’, AA"XX" sisteminin
pargasi, d gorinimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.58-7.60 (AA’, AA’XX’ sisteminin pargasi, d
goriintimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.89-7.90 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriinimli, J =
8.4 Hz, 1H), 7.91-7.93 (X, ABX sisteminin parg¢asi, s goriinimli, J = 1.8 Hz, 1H)

13C NMR (CDCls,) (Sekil 3.40.)

0 52.9,615,66.8,115.1, 116.8, 121.2, 121.7, 122.9, 127.5, 128.3, 152.5, 160.0

Kiitle spektrumu (Sekil 3.41.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (310.2)
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Sekil 3.39. Z5M bilesiginin *H NMR spektrumu

Sekil 3.40. Z5M bilesiginin *C NMR spektrumu
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Sekil 3.41. Z5M bilesiginin kiitle spektrumu

3.2.11. Z5B  Bilesigi:  2-[3,5-Bis(morfolin-4-il-metil)-4-hidroksifenil]

benzimidazol

2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol (0.5 g, 2.4 mmol), paraformaldehit (0.286 g, 9.5
mmol) ve morfolinin (0.829 g, 9.5 mmol) asetonitrildeki (10 ml) ¢ozeltisi mikrodalga
cihazinda 80 °C’de 200 W’da 20 dakika 1sitildi. Daha sonra reaksiyona sicaklik 80
°C’de tutulurken 300 W>da 90 dakika daha devam edildi. Tepkimenin yiiriiyiisii ITK ile
izlendi.  Reaksiyon  ortaminda  2-(4-Hidroksifenil)benzimidazol  bilesiginin
tikenmesinden dolay1 110 dakika sonunda reaksiyona son verildi. Reaksiyon ¢oziiciisii
alcak basin¢ altinda damitildi. Reaksiyon kalintis1 siitun kromatografisi yontemiyle
[silikajel 60 (70—230 mesh)] diizopropileter:metanol (80:20) ¢6ziicii sistemi kullanilarak
saflastirildi. Z5B bilesigi % 25.41 verimle 0.247 g beyaz renkli kati olarak elde edildi.

Bilesigin erime derecesi 209-210 °C’dir.
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Sekil 3.42. Z5B bilesiginin sentezi

'H NMR (CDClI5) (Sekil 3.43.)

0 2.16-2.41 (m, 8H), 3.39 (s, 4H), 3.42-3.60 (m, 8H), 7.12-7.15 (XX’, AA'XX"
sisteminin pargasi, d goriiniimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.39-7.60 (AA’, AA’XX" sisteminin

pargasi, d goriiniimli, m, 2H), 7.96 (s, 2H)

13C NMR (CDCl») (Sekil 3.44.)

053.2,59.2,66.8,120.8, 122.7, 123.1, 128.3, 153.0, 158.5

Kiitle spektrumu (Sekil 3.45.)

MS [ES(+)] (CHsCOCH3) m/z: M* +1 (409.3)

Sekil 3.43. Z5B bilesiginin "H NMR spektrumu
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Sekil 3.44. Z5B bilesiginin **C NMR spektrumu
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Sekil 3.45. Z5B bilesiginin kiitle spektrumu

3.3. Biyoaktivite Calismalari

CA’m Kkatalize ettigi CO; hidrasyon aktivitesinin olgiilmesi i¢in uygulamali
fotofizik akim durdurma (Applied Photophysics stopped-flow instrument) cihazi
kullanilmigtir. 20 milimolar (mM) Hepes (pH 7.4) tamponunda ve 20 mM Na;SO4

(iyonik giici sabit tutmak igin) varliginda, 557 nm maksimum absorbsiyon dalga
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boyunda ¢alisan fenol kirmizisi (0,2 mM’lik konsantrasyonda) CA’in katalize ettigi CO;
hidrasyon reaksiyonunun 10-100 saniyelik bir siire boyunca baslangi¢ hizlarini izlemek
icin indikator olarak kullamilmistir.”® Inhibisyon sabitleri ve kinetik parametrelerin
saptanmasinda CO; konsantrasyonlar1 1.7-17 mM aralifinda degismekteydi. Baslangic
hizin1 belirlemek amaciyla her bir inhibitdr icin reaksiyonun baglangictaki en az 6
trasesi kullanildi. Katalizorsiiz reaksiyon hizlar1 da ayni sekilde belirlendi ve gbzlenen
toplam reaksiyon hizlarindan ¢ikartildi. Distile-deiyonize su iginde inhibitoriin stok
cozeltileri (10 mM) hazirlandi ve daha sonra deney tamponu ile 0.001 nanomolar
(nM)’a kadar seyreltmeler yapildi. Inhibitdr ve enzim cozeltileri E-I kompleksinin
olusumuna imkan vermek i¢in deney dncesinde oda sicakliginda 15 dk siireyle beraber
On inkiibasyona tabi tutuldu. (Proteinler de 1-24 sa arasinda uzun siire inkiibe edildi,
fakat aktivitede herhangi fark tespit edilmedi). inhibisyon sabitleri daha 6nce rapor

32.94.9 pRISM 3 kullanilarak dogrusal olmayan en kii¢lik kareler yontemi

edildigi gibi
ile elde edildi. Degerler en az ii¢ farkli tayinin ortalamasini gostermektedir. Tiim CA

izoformlar1 Dr. Supuran’in laboratuvarinda elde edilen rekombinant olanlardi.%
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4. BULGULAR

Sentezlenen bilesiklerin deneysel verileri Tablo 4.1°de sunulmustur. Spektrumlar

ve degerlendirmeleri deneysel bolimde detayli bir bigimde verilmis, bu spektral

analizlerin toplu degerlendirmeleri Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da ise biyoaktivite sonuglar1 sunulmustur.

X

N

S OH
N

H Y

Sekil 4.1. Sentezlenen bilesiklerin genel kimyasal yapisi
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Tablo 4.1. Sentezlenen bilesiklerin deneysel verileri

Z Bilesigi Paraformaldehit Amin Reaksiyon Siiresi Verim Erime Derecesi

Bilesik X- Y-
(mmol) (mmol) (mmol) (dk) (%) (°C)
Z1M /\N< —H 2.4 9.5 2.4 90 36.79 187-189
/ /
71B /\N\ /\N\ 14.3 57.1 57.1 5 26.25 170-172
Z2M % NQ —H 24 95 24 5 25.79 200-203
Z2B % NQ % NQ 95 38.0 38.0 5 44.00 189-191
zzmv - N ) —H 29 11.4 2.9 5 38.77 254-256
zs 7N ) N 4.8 19.0 14.3 5 16.27 238-240
/\ / \
Z4M N N— —H 1.4 57 1.4 5 20.65 116-118
\__/
z8 7N N— N \N— 4.8 19.0 19.1 5 46.54 231-233
\__/ __/
/\ / \
Z5M N O —H 24 95 24 5 63.72 120-123
_/
zz6 7N o N o 2.4 95 95 110 25.41 209-210
_/ _/
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Tablo 4.2. Sentezlenen bilesiklerin *H NMR sonuglari

Bilesik

o (ppm)

4

6.90-6.93 (XX’, AA"XX" sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.7 Hz, 2H), 7.16-7.20 (XX’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriinimli, J = 2.9
Hz, 2H), 7.51-7.55 (AA’, AA’XX’ sisteminin pargasi, d goériiniimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.90-7.93 (AA’, AA’XX" sisteminin par¢asi, d goriinimlii,
J =8.7 Hz, 2H)

Z1M

2.13 (s, 6H), 3.33 (s, 2H), 6.76-6.78 (B, ABX sisteminin pargasi, d goriintimlii, J = 8.4 Hz, 1H), 7.19-7.21 (XX, AA"XX" sisteminin pargasi, d
gbriiniimli, J = 3.0 Hz, 2H), 7.58-7.61 (AA’, AA’XX’ sisteminin par¢asi, d gortinimlii, J = 3.0 Hz, 2H), 7.84-7.99 (X, ABX sisteminin pargast,
s goriinimli, J = 1.4 Hz, 1H), 8.06-8.08 (A, ABX sisteminin pargasi, d gbriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H)

Z1B

2.04 (s, 12H), 3.30 (s, 4H), 7.09-7.11 (XX’, AA’XX" sisteminin par¢asi, d goriintimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.51-7.53 (AA’, AA’XX" sisteminin
pargasi, d goriinimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.91 (s, 2H)

Z2M

1.60-1.90 (m, 4H), 2.30-2.69 (m, 4H), 3.57 (s, 2H), 6.75-6.77 (B, ABX sisteminin pargasi, d goriiniimli, J = 8.4 Hz, 1H), 7.18-7.20 (XX,
AA'XX’ sisteminin pargasi, d gortinimli, J = 3.1 Hz, 2H), 7.56-7.59 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 3.1 Hz, 2H), 7.92-
7.93 (X, ABX sisteminin pargasi, s goriiniimli, J = 1.6 Hz, 1H), 7.99-8.02 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriintimlii, J = 8.4 Hz, 1H)

Z2B

1.60-1.80 (m, 8H), 2.41-2.62 (m, 8H), 3.67 (s, 4H), 7.17-7.19 (XX’, AA’XX" sisteminin parg¢asi, d goriiniimlii, J = 3.2 Hz, 2H), 7.45-7.65 (AA’,
AA’XX' sisteminin pargasi, d goriiniimlii, m, 2H), 7.83 (s, 2H)

Z3M

1.49-1.65 (m, 6H), 2.10-2.90 (m, 4H), 3.68 (s, 2H), 6.83-6.85 (B, ABX sisteminin par¢asi, d goriinimli, J = 8.4 Hz, 1H), 7.21-7.23 (XX,
AA'XX’ sisteminin pargasi, d gortinimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.58-7.60 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.75-
7.77(A, ABX sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H), 7.85-7.95 (X, ABX sisteminin parg¢asi, s goériiniimli, J = 1.8 Hz, 1H)

Z3B

1.46-1.62 (m, 12H), 2.38-2.61 (m, 8H), 3.62 (s, 4H), 7.21-7.23 (XX, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.43-7.65
(AA’, AA’XX'’ sisteminin pargasi, d goriiniimlii, m, 2H), 7.81 (s, 2H)

ZAM

2.15 (s, 3H), 2.17-2.60 (m, 8H), 3.37 (s, 2H), 6.72-6.74 (B, ABX sisteminin pargasi, d gériinimlii, J = 8.5 Hz, 1H), 7.14-7.17 (XX’, AA’XX’
sisteminin pargasi, d goriintimli, J = 3.0 Hz, 2H), 7.54-7.56 (AA’, AA’XX’ sisteminin pargasi, d gériintimld, J = 3.0 Hz, 2H), 7.81-7.82 (X,
ABX sisteminin pargasi, s goriiniimlii, J = 1.8 Hz, 1H), 7.94-7.96 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 8.5 Hz, 1H)

Z4B

2.21 (s, 6H), 2.25-2.43 (m, 16H), 3.53 (s, 4H), 7.16-7.22 (XX, AA’XX" sisteminin par¢asi, d goriniimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.38-7.50 (AA’,
AA’'XX’ sisteminin pargasi, d gériiniimli, m, 2H), 7.76 (s, 2H)

Z5M

2.24-2.50 (m, 4H), 3.54 (s, 2H), 3.60-3.80 (m, 4H), 6.81-6.84 (B, ABX sisteminin pargasi, d goriniimli, J = 8.4 Hz, 1H), 7.22-7.24 (XX,
AA'XX’ sisteminin pargasi, d gorinimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.58-7.60 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.89-
7.90 (A, ABX sisteminin pargasi, d goriinimlii, J = 8.4 Hz, 1H), 7.91-7.93 (X, ABX sisteminin pargasi, s goriiniimlii, J = 1.8 Hz, 1H)

Z5B

2.16-2.41 (m, 8H), 3.39 (s, 4H), 3.42-3.60 (m, 8H), 7.12-7.15 (XX’, AA"XX" sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.39-7.60 (AA’,
AA’XX’ sisteminin pargasi, d goriinimli, m, 2H), 7.96 (s, 2H)




Tablo 4.3. Sentezlenen bilesiklerin **C NMR sonuglart

Bilesik 6 (ppm)
z 114.3, 115.7, 120.9, 122.3, 128.3, 152.7, 159.8
Z1M 44.4,62.4,115.1,116.8, 120.9, 122.7, 122.7, 127.9, 139.5, 153.4, 160.6
Z1B 44.7,60.0, 115.0, 120.5, 122.4, 123.7, 128.2, 139.6, 153.3, 159.3
Z2M 23.8, 53.4, 58.4, 115.0, 116.6, 120.8, 122.6, 123.2, 127.5, 127.6, 139.5, 153.3,
160.6
Z2B 23.7,53.9, 56.4, 120.3, 122.4, 124.5, 127.1, 152.9, 158.9
Z3M 24.0, 25.9, 53.9, 61.9, 116.7, 120.7, 122.6, 122.7, 126.9, 127.9, 152.5, 160.7
Z3B 24.2,25.9,54.3,59.5, 120.1, 122.5, 123.6, 127.4, 152.7, 159.3
Z4M 45.9, 52.2, 54.8, 60.8, 115.0, 116.8, 121.2, 121.9, 122.7, 127.8, 128.1, 139.4,
152.9, 160.0
Z4B 46.0,52.9,54.9, 58.9, 119.2, 120.7, 122.8, 123.3, 127.9, 152.5, 158.7
Z5M 52.9, 61.5, 66.8, 115.1, 116.8, 121.2, 121.7, 122.9, 127.5, 128.3, 152.5, 160.0
Z5B 53.2,59.2, 66.8, 120.8, 122.7, 123.1, 128.3, 153.0, 158.5
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Tablo 4.4. Sentezlenen Bilesiklerin MS Sonuglari

M*+1 M*+1
Bilesik Hesaplanan Olgiilen

Z 211.2 211.2
Z1M 268.3 268.2
Z1B 325.2 325.2
Z2M 294.3 294.2
Z2B 377.4 377.3
Z3M 308.3 308.3
Z3B 405.5 405.3
ZAM 323.4 323.3
Z4B 435.5 435.3
Z5M 310.3 310.2
Z5B 409.4 409.3

Tablo 4.5. Sentezlenen bilesiklerin CA 1 % inhibisyon sonuglar1

Bilessik 10°M 10°M 10°M 10°M
z 13 17 20 23
Z1IM 12 18 26 29
Z1B 14 19 20 21
Z2M 17 20 20 21
Z2B 13 16 18 21
Z3M 17 19 23 33
Z3B 18 20 21 25
Z4AM 18 21 22 23
Z4B 17 18 19 21
Z5M 14 16 18 20
Z5B 15 17 18 20
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Tablo 4.6. Sentezlenen bilesiklerin CA II % inhibisyon sonuglari

Bilesik 10°M 10°M 10°M 10°M 10*M
z 7 8 10 11 18
Z1IM 11 14 21 37 42
Z1B 7 9 7 0 -61
Z2M 5 5 11 12 -37
Z2B 3 12 12 -8 -49
Z3M 13 18 20 21 31
Z3B 3 14 13 16 73
Z4AM 11 24 20 18 -25
Z4B 15 16 14 -1 -51
Z5M 19 24 24 28 8
Z5B 22 24 25 -4 -55
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5. TARTISMA

Z1M, Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B, Z5M ve Z5B bilesikleri degisik
oranlarda Z bilesigi, paraformaldehit / formaldehit ¢ozeltisi ve farkli aminler baz
formda kullanilarak farkli sicaklik araliklarinda (80-120 °C) konvansiyonel yontem
(Z1M bilesigi) ve mikrodalga yontemi (Z1B, Z2M, Z2B, Z3M, Z3B, Z4M, Z4B ve
Z5M bilesikleri basingli ortamda; Z5B bilesigi ise normal atmosfer basincinda) ile
basari ile % 16-63 verimle kat1 olarak sentezlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerde (Z1M-Z5B) amin kismi sirasiyla dimetilamin, pirolidin,
piperidin, N-metilpiperazin, morfolin olarak degistirilmistir. Aminlerin farkli pKa
degerlerinin deaminasyon oranini / tiyol alkilasyonu oranin1 / Dbiyoaktiviteyi
yonlendirebilecegi diislincesinden hareket edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerden Z1M, Z1B, Z2M ve Z4B ilk kez bu ¢alisma ile rapor
edilmistir. Z2B (pirolidinli bis Mannich baz1),*® Z3M (piperidinli mono Mannich
baz1),”* Z3B (piperidinli bis Mannich baz1),®® # Z4M (N-metilpiperazinli mono
Mannich baZl)22 ve Z5M (morfolinli mono Mannich bam)22 literatiirde rapor edilmistir.
Z5B bilesigine (morfolinli bis Mannich bazi) Sci-Finder taramalarinda formiil olarak
rastlanmis; ancak herhangi bir literatiire ulasilamamastir.

Bilesiklerimizle ilgili yapilan taramalar 3 ana literatiire isaret etmistir. Bunlar
Cince yazildigindan yalnizca 6zetlerine ulagilabilmistir. %

Z2B ve Z3B bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde bazi bifenol ve 4-
heteroarilfenol Mannich bazlarinin antiaritmik aktivitesi aragtirilmistir.?’

Z3M ve Z3B bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde 4-heteroarilaminofenol tipi
bilesiklerde antiinflamatuvar aktivite siganlarda 20 bilesik ile arastirilmis ve bunlardan

10 bilesigin kuantum kimyasal hesaplamalart CNDO / 2 metodu ile gergeklestirilmistir.
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Bu calismada antiinflamatuvar aktivite ile bilesiklerin elektronik yapisi arasindaki
iliskilerin tartigildig1 bildirilmektedir.*

ZAM ve Z5M bilesiklerinin bahsedildigi literatiirde trombosit agregasyonunu
Onleyici aktivitenin bazi 4-heteroarilaminometilfenoller igin in vitro olarak arastirildigi
bildirilmekte; ancak hi¢bir sonug verilmemektedir.?

Bilesiklerin kimyasal yapilart *H NMR, *C NMR ve MS spektrumlari ile
aydmlatilmis ve yapi ile uyumlu bulunmustur. Ornek olarak Z1M ve Z1B bilesiginin
spektral verileri degerlendirildiginde:

Z1M bilesiginin "H NMR spektrumunda (Tablo 4.2); & 2.13 (s, 6H), 3.33 (s, 2H),
6.76-6.78 (B, ABX sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 8.4 Hz, 1H), 7.19-7.21 (XX,
AA’XX" sisteminin pargasi, d goriiniimlii, J = 3.0 Hz, 2H), 7.58-7.61 (AA’", AA'XX’
sisteminin pargasi, d goriinimli, J = 3.0 Hz, 2H), 7.84-7.99 (X, ABX sisteminin
parcasi, s gortinimli, J = 1.4 Hz, 1H), 8.06-8.08 (A, ABX sisteminin pargasi, d
goriintimli, J = 8.4 Hz, 1H) gézlenmistir. Veriler kimyasal yap1 ile uyumludur.

Z1M bilesiginin *C NMR spektrumunda (Tablo 4.3); & 44.4, 62.4, 115.1, 116.8,
120.9, 122.7, 122.7, 127.9, 139.5, 153.4, 160.6 gozlenmistir. Veriler kimyasal yapi ile
uyumludur.

MS spektrumlarina bakildiginda Z1M bilesigi i¢in hesaplanan M*+1 degeri
268.3 iken 6lgiilen M*+1 degeri 268.2°dir. Bu sonug kimyasal yap1y1 dogrulamaktadir.

Z1B bilesiginin *H NMR spektrumunda (Tablo 4.2); & 2.04 (s, 12H), 3.30 (s,
4H), 7.09-7.11 (XX, AA’XX" sisteminin par¢asi, d goriniimlii, J = 2.9 Hz, 2H), 7.51-
7.53 (AA’, AA’XX" sisteminin pargasi, d goriniimli, J = 2.9 Hz, 2H), 7.91 (s, 2H)

gbzlenmistir. Veriler kimyasal yap1 ile uyumludur.
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Z1B bilesiginin **C NMR spektrumunda (Tablo 4.3); & 44.7, 60.0, 115.0, 120.5,
122.4, 123.7, 128.2, 139.6, 153.3, 159.3 gozlenmistir. Veriler kimyasal yapi ile
uyumludur.

MS spektrumlaria bakildiginda Z1B bilesigi i¢in hesaplanan M*+1 degeri ve
olgiilen M*+1 degeri 325.2°dir. Bu sonug kimyasal yap1y1 dogrulamaktadur.

Bilesiklerin biyoaktivitesi CA | inhibisyonu agisindan degerlendirildiginde,
bilesik konsantrasyonu arttik¢a az miktarda da olsa CA I inhibisyonu artmustir.

Z bilesiginden dimetilaminli mono Mannich bazinin (Z1M) hazirlanmasi ile Z
bilesigine kiyasla 10° ve 10° Molar (M) konsantrasyonlarda % 6’lik bir CA |
inhibisyon artis1 gériilmiistiir. Z bilesiginden dimetilaminli bis Mannich bazinin (Z1B)
hazirlanmasi ise Z bilesigine kiyasla CA I inhibisyonunu pek degistirmemistir. Z1M ve
Z1B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda Z1M bilesiginin 6zellikle 10° ve 10° M
konsantrasyonlarda kismen de olsa daha etkili CA | inhibisyonu gerceklestirdigi
sOylenebilir.

Z bilesiginden pirolidinli mono Mannich bazinin (Z2M) hazirlanmasi ile Z
bilesigine kiyasla 108 M konsantrasyonda % 4°liik, 107 M konsantrasyonda % 3’liik bir
CA | inhibisyon artis1 goriilmiistiir. Z bilesiginden pirolidinli bis Mannich bazinin
(Z2B) hazirlanmasi ise Z bilesigine kiyasla CA | inhibisyonunu pek degistirmemistir.
Z2M ve Z2B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda Z2M bilesiginin 6zellikle 10 ve 10”7
M konsantrasyonlarda kismen de olsa daha etkili CA | inhibisyonu gerceklestirdigi
sOylenebilir.

Z bilesiginden piperidinli mono Mannich bazinin (Z3M) hazirlanmasi ile Z
bilesigine kiyasla 10® M konsantrasyonda % 4°liik, 10° M konsantrasyonda % 3’liik,
10° M konsantrasyonda ise %10’luk bir CA | inhibisyon artig1 goriilmiistir. Z

bilesiginden piperidinli bis Mannich bazinin (Z3B) hazirlanmast ile Z bilesigine kiyasla
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10® M konsantrasyonda % 5°lik, 10”7 M konsantrasyonda % 3’liik bir CA I inhibisyon
artis1 gorilmiistiir. Z3M ve Z3B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda Z3M bilesiginin
ozellikle 10° M konsantrasyonda kismen de olsa daha etkili CA 1 inhibisyonu
gergeklestirdigi soylenebilir.

Z bilesiginden N-metilpiperazinli mono Mannich bazinin (Z4M) hazirlanmasi ile
Z bilesigine kiyasla 108 M konsantrasyonda % 5°lik, 10" M konsantrasyonda % 4’liikk
bir CA | inhibisyon artis1 goriilmistiir. Z bilesiginden N-metilpiperazinli bis Mannich
bazinin (Z4B) hazirlanmasi ile Z bilesigine kiyasla 108 M konsantrasyonda % 4’liik bir
CA | inhibisyon artis1 goriilmiistiir. Z4M ve Z4B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda
Z4M bilesiginin 6zellikle 107 ve 10° M konsantrasyonlarda kismen de olsa daha etkili
CA linhibisyonu gergeklestirdigi sdylenebilir.

Z bilesiginden morfolinli mono Mannich bazinin (Z5M) ve morfolinli bis
Mannich bazinin (Z5B) hazirlanmasi ile Z bilesigine kiyasla CA | inhibisyonu her iki
durumda da artmamistir. Z5M ve Z5B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda iki bilesigin
de CA I inhibisyonunda birbirlerinden daha {istiin olmadiklar1 sdylenebilir.

Bilesiklerin biyoaktivitesi CA Il inhibisyonu agisindan degerlendirildiginde
bilesik konsantrasyonu 10° M oluncaya kadar CA Il inhibisyonu az miktarda da olsa
artmis, 10° ve 10" M konsantrasyonlarda ise CA Il inhibisyonu bazi bilesiklerde
artarken bazi bilesiklerde ise azalmaya baglamistir. Hatta bilesiklerin bir kismi 10° ve
10* M konsantrasyonlarda CA 1l enzimini inhibe etmek yerine aktive etmeye
baglamistir.

Z bilesiginden dimetilaminli mono Mannich bazinin (Z1M) hazirlanmasi ile Z
bilesigine kiyasla 10® M konsantrasyonda % 4°liik, 10”7 M konsantrasyonda % 6’lik,
10° M konsantrasyonda % 11’lik, 10° M konsantrasyonda ise % 26’lik, 104 M

konsantrasyonda ise % 24’liik bir CA Il inhibisyon artis1 goriilmiistiir. Z bilesiginden

69



dimetilaminli bis Mannich bazinin (Z1B) hazirlanmasi ile Z bilesigine kiyasla CA 1l
inhibisyonunda bir artis goézlenmemistir. Z1M ve ZIB bilesikleri birbiri ile
kiyaslandiginda Z1M bilesiginin 108-10“* M konsantrasyonlarda daha etkili inhibisyon
gergeklestirdigi soylenebilir. Z1M bilesigi, Z1B bilesiginden 10° M konsantrasyonda %
37 daha etkilidir.

Z bilesiginden pirolidinli mono Mannich bazinin (Z2M) hazirlanmas: ile Z
bilesigine kiyasla CA II inhibisyonu artmamustir. Z bilesiginden pirolidinli bis Mannich
bazinin (Z2B) hazirlanmasi ile Z bilesigine kiyasla 10" M konsantrasyonda % 4’liik bir
CA Il inhibisyon artig1 gériilmiistiir. Z2M ve Z2B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda
10”7 M konsantrasyonda kismen de olsa Z2B bilesiginin, 10> M konsantrasyonda ise
Z2M bilesiginin daha etkili CA 1l inhibisyonu gergeklestirdigi soylenebilir.

Z bilesiginden piperidinli mono Mannich bazinin (Z3M) hazirlanmasi ile Z
bilesigine kiyasla 10® M konsantrasyonda % 6°lik, 107-10° M konsantrasyonlarda %
10°1uk, 10™* M konsantrasyonda ise % 13’lik bir CA Il inhibisyon artis1 goriilmiistiir. Z
bilesiginden piperidinli bis Mannich bazinin (Z3B) hazirlanmasi ile Z bilesigine kiyasla
107 M konsantrasyonda % 6’lik, 10 M konsantrasyonda % 3’lik, 10° M
konsantrasyonda %5’lik, 10* M konsantrasyonda ise % 55’lik bir CA Il inhibisyon
artist gorillmiistir. Z3M ve Z3B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda 108-10° M
konsantrasyonlarda kismen de olsa Z3M bilesiginin, 10 M konsantrasyonda ise Z3B
bilesiginin % 42 daha etkili CA 1l inhibisyonu gergeklestirdigi sdylenebilir.

Z bilesiginden N-metilpiperazinli mono Mannich bazinin (Z4M) hazirlanmas ile
Z bilesigine kiyasla 10® M konsantrasyonda % 4°liik, 107 M konsantrasyonda % 16°lik,
10° M konsantrasyonda % 10’luk ve 10 M konsantrasyonda ise % 7’lik bir CA Il
inhibisyon artis1 goriilmistiir. Z bilesiginden N-metilpiperazinli bis Mannich bazinin

(Z4B) hazirlanmast ile Z bilesigine kiyasla 10®, 107 M konsantrasyonlarda % 8’lik, 10°
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® M konsantrasyonda % 4°liik bir CA Il inhibisyon artis1 goriilmiistir. Z4M ve Z4B
bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda 10® M konsantrasyonda Z4B bilesiginin, 107-10"
M konsantrasyonlarda ise Z4M bilesiginin daha etkili CA 1l inhibisyonu
gergeklestirdigi soylenebilir.

Z bilesiginden morfolinli mono Mannich bazinin (Z5M) hazirlanmas: ile Z
bilesigine kiyasla 10 M konsantrasyonda % 12°lik, 107 M konsantrasyonda % 16’11k,
10° M konsantrasyonda % 14’liik, 10° M konsantrasyonda ise % 17’lik bir CA I
inhibisyon artis1 goriilmiistiir. Z bilesiginden morfolinli bis Mannich bazinin (Z5B)
hazirlanmasi1 ile Z bilesigine kiyasla 10% M konsantrasyonda % 15°lik, 107 M
konsantrasyonda % 16’lik, 10° M konsantrasyonda ise % 15’lik bir CA I inhibisyon
artigt gorilmiistir. Z5M ve Z5B bilesikleri birbiri ile kiyaslandiginda 10 M
konsantrasyonda Z5B bilesiginin, 10® ve 10 M konsantrasyonda Z5M bilesiginin daha
etkili CA Il inhibisyonu gergeklestirdigi soylenebilir.

En yiiksek CA I inhibisyon yiizdesinin, ZIM (10°® ve 10 M konsantrasyonlarda)
Z3M (10° M konsantrasyonda) ve Z3B (10° M konsantrasyonda) bilesiklerinde
gozlendigi, en yiiksek CA II inhibisyon yiizdesinin ise, Z1IM (10®° ve 10 M
konsantrasyonlarda) Z3B (10 M konsantrasyonda) ve Z5M (10 M konsantrasyonda)
bilesiklerinde gozlendigi sdylenebilir.

Bu bilesiklerden ZIM bilesiginin 10° ve 10* M konsantrasyonlarda Z
bilesiginden % 26 (3 katindan fazla) ve % 24 (2 katindan fazla) daha etkili CA Il
inhibisyonu gerceklestirdigi sdylenebilir. Z3B bilesiginin ise 10* M konsantrasyonda Z
bilesiginden % 55 (3 kat1) daha etkili CA II inhibisyonu gergeklestirdigi sdylenebilir.
Z5M bilesiginin de 10°M konsantrasyonda Z bilesiginden % 17 (2 katindan fazla) daha

etkili CA II inhibisyonu gergeklestirdigi sdylenebilir.
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Z2B, Z4B ve Z5B bilesiklerinin 10° ve 10 M konsantrasyonlarda, Z1B, Z2M
ve Z4M bilesiklerinin ise sadece 10 M konsantrasyonda CA 11 enzimini inhibe etmek
yerine aktive etmeye baslamis oldugu goriilmektedir.

Calisilan bilesikler arasinda 10%-10° M konsantrasyon araliginda Z5M bilesigi,
10%-10° M konsantrasyon araliginda ise Z5B bilesigi en yiiksek CA 11 % inhibisyon
degerlerine sahiptir ve bu bilesikler belirtilen konsantrasyon araliklarinda Z bilesiginden
2-3 kat daha fazla CA Il inhibisyonu gostermektedirler.

Z3B bilesigi 108 M konsantrasyonda % 3 CA II inhibisyonu yaparken bu deger
10 M konsantrasyonda 24 kat1 olan % 73’e ¢ikmaktadir. Z3B bilesigi i¢in gozlenen %
73’lik CA 1I inhibisyon orani, inhibisyon g¢alismalarindaki en yiiksek inhibisyon
yiizdesi olup, konsantrasyona bagimlidir.

Sonug olarak sentezlenen bilesiklerden 2 tanesi (Z1M, Z3M) CA I inhibitori, 4
tanesi (Z1M, Z3B, Z5M, Z5B) CA 1I inhibitorii yeni bilesikler gelistirmek lizere aday

bilesikler olarak ele alinabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda sentezi tasarlanan bilesiklerin tiimii basariyla sentezlenmis ve
saflagtirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapisi 'H NMR, C NMR ve MS
spektrumlari ile aydinlatilmistir.

Calisilan bilesiklerden Z1M ve Z3M CA 1 inhibitorii yeni bilesikler tasarlayip,
gelistirmede; Z1M, Z3B, Z5M ve Z5B bilesikleri CA 1II inhibitérii yeni bilesikler
tasarlayip gelistirmede model bilesikler olarak goz oniinde bulundurulabilir.

Yeni bilesik tasarimlarinda benzimidazol halkasi iizerinde farkli pozisyonlarda
elektron verici ve elektron c¢ekici siibstitiientler iceren yeni bilesikler de sentezlenerek
arastirilabilir.

En fazla CA Il inhibisyonu gosteren Z3B bilesigi CA’nin diger izoformlarina

kars1 da test edilerek degerlendirilebilir.
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