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SIMGELER VE KISALTMALAR

FONO,; = 5-fluoro-2-(5'-nitro-2'-furil) benzimidazol

MIK = Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

MRCNS = Metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokok
MRSA = Metisiline direncli Staphylococcus aureus

PCP = Pneumocystis carinii’nin neden oldugu pndmoni
QSAR = Kantitatif Yapi-Aktivite Iliskileri

RP-HPLC = Ters faz yiiksek basingh s1vi kromatografisi
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1. GIRIS

Protozoal parazitik hastaliklar, insanlik tarihinde yiizyillar boyunca felaketlere neden
olmustur. Giiniimiizde de 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgeler basta olmak iizere
geri kalmig iilkelerde protozal hastaliklar onemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir (Stephens ve ark., 2003). Bu hastaliklar icerisinde sitma (malarya), uyku
hastalii ~ (Afrika tripanosomiazisi, HAT), Chagas hastaligt = (Amerika

tripanosomiazisi) ve Kala azar (Visseral leishmaniasis) énemli bir yer tutmaktadir.

Aromatik diamidin tiirevi olan Pentamidin (Formiil 1) klinikte uyku hastalig
(Apted, 1980), antimon direngli leishmaniasis (Breyceson ve ark., 1985) ve AIDS
sonras1 ortaya ¢ikan firsat¢i enfeksiyonlarin en yaygini olan Preumocystis carinii’nin
neden oldugu pnomoni (PCP) tedavisinde (Ivady ve Paldy, 1958) kullanilmaktadir.
Pentamidin'in tedavide kullanilisi nefrotoksisite, karaciger fonksiyonlarinda
bozulma, hipotansiyon (Waltzer ve ark., 1974), hipoglisemi (Murdoch ve Keystone,
1983) gibi toksik ve yan etkiler nedeniyle kisitlanmaktadir. Pentamidin ve
tirevlerinin etki mekanizmas1 tam olarak aciklanamamakla birlikte, bulgular
antimikrobiyal aktivite ile DNA minor kaviteye baglanma ozellikleri arasinda bir

iliski olabilecegine isaret etmektedir (Tidwell ve ark.,1993).

O~ O

NH NH
Pentamidin

Formiil 1

Pentamidin ve tiirevleri {lizerinde yapilan bir arastirmada, bu bilesiklerin
Plasmodium falciparum W2 ve Plasmodium falciparum D6’ya olan in vitro
antiprotozoal aktiviteleri arastirilmistir ve cesitli diizeylerde antimalaryal etkinlik

gosterdikleri bildirilmistir (Bell ve ark., 1990).



Dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevi bilesikler {iizerinde yapilan bir
calismada, DB911 (Formiil 2)’in in vitro antimalaryal aktivitesinin yiiksek oldugu
(Plasmodium falciparum K1 icin ICsy = 27.5nM) ayrica uyku hastaliginin
etkenlerinden biri olan Trypanosoma brucei rhodesiense STIB900'a karst hem
in vitro (ICsp = 4.4nM) hem de in vivo olarak giiclii aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bilesiklerin DNA’ya [poly(dA.dT),] baglanma afiniteleri ile antiparazitik
etki arasinda dogrudan bir korelasyon olmamasina ragmen, DNA’ya baglanma

afinitesi yiiksek olan bilesikler iyi antiprotozoal aktivite gostermektedir (Ismail ve

ark., 2004).
e
N
Q/NH O ICI;,NHZ

H2N\ICI; NH
NH

Formiil 2

Dikatyonik dogrusala yakin bifenil benzimidazol tiirevleri iizerinde yapilan
bir calismada, DB921 (Formiil 3) bilesiginin ¢ok gii¢clii in vifro antimalaryal etki
gosterdigi (P. falciparum K1 i¢in ICsyp = 0.5nM), antitripanosomal aktivitesinin in
vitro olarak 1iyi (T. b. rhodesiense STIB90O0 icin ICsy = 10.6nM) olmasina karsin,

in vivo fare modelinde diisiik aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Ismail ve ark.,

2005).
N NH;
D C
v L)~
9 N NH
NH
Formiil 3

Bis-benzimidazol tiirevi olan Hoechst 33258 (Pibenzimol, NSC-322921) ve
Hoechst 33342 (Formiil 4) DNA min¢r kavitedeki AT baz ciftine spesifik olarak
baglanmakta ve Topoizomeraz I inhibisyonu yapan bilesikler olarak bilinmektedir
(Kim ve ark., 1996). Pibenzimol bilesiginin antitiimér aktivitesi tekrarlanan dozlarda
in vivo olarak 1.1210 16semisine karst orta diizeyde iken, P388 16semisine karsi in
vivo tek-doz protokoliine gore etkili degildir (Gravatt ve ark., 1994). Hoechst
33258°deki -OH grubu yerine -OCH,CH; (Hoechst 33342) veya -OPh (Hoechst



33377) bulunan tiirevlerde, sitotoksik etkide artis goriilmektedir (Baraldi ve ark.,
2004). Hoechst 33258 bilesigindeki N-metil piperazin halkas1 yerine amidin,
imidazolin ya da tetrahidropiridin getirildiginde DNA’daki AT baz c¢iftine olan

baglanma afinitesi artmaktadir (Czarny ve ark., 1995).

R = H, Hoechst 33258 (Pibenzimol)
R = CH,CHj3;, Hoechst 33342
R =Ph, Hoechst 33377

Formiil 4

Yine; Hoechst 33258 ve Hoechst 33342 bilesiklerindeki N-metil piperazin
yerine amidin grubu iceren tiirevlerin (Formiil 5) Candida albicans ve Cryptococcus
neoformans kars1 giiclii antifungal aktivite gosterdikleri bildirilmektedir (Del Poeta

ve ark., 1998).

NH
HoN N
NH
R=H
R = CH,CHj
Formiil 5

Bu doktora tezi ¢calismasinda, benzer kimyasal yapidaki Hoechst 33258 ve
tiirevlerinin DNA baglanma afinitelerinin yliksek olmasi ve dikatyonik benzimidazol
tirevi bilesiklerin gii¢lii antiplasmodial ve antitripanosomal aktivite gostermesi,
monokatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin (Formiil 5) Candida albicans ve
Cryptococcus neoformans’a kars1 giiclii antifungal aktivite gostermesi goz Oniinde

bulundurularak, amidin grubu iceren bir seri yeni monokatyonik bis-benzimidazol



tirevi bilesigin (Tablo 1) sentezlenmesi, yapilarinin aydinlatilmasi, Plasmodium
falciparum K1, Trypanosoma brucei rhodesiense STIB900, Trypanosoma cruzi ve
Leishmania donovani’ye olan in vitro antiparazitik etkileri, Candida albicans ve
Candida krusei’ye olan in vitro antifungal etkileri ve memeli (sigan miyoblast, L6)
hiicrelerine olan sitotoksisitelerinin saptanmasi amac¢lanmistir. Bu ¢alisma ile elde
edilen en aktif ve sitotoksisitesi diisiik olan tiirevlerin, daha sonra in vivo aktivite

calismalarinin yapilmasi planlanmistir.

= |
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H NS
HaN NG
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Tablo 1. Sentezlenmesi planlanan bilesiklerin genel kimyasal formiilleri.



1.1. Onemli Parazitik Hastaliklar ve Giiniimiizde Tedavide Kullamlan Bilesikler

1.1.1. Sitma ve Tedavisinde Kullamilan Bilesikler

Sitma (malarya), diinyadaki en 6nemli tropikal parazitik hastaliktir. Yilda yaklasik
300-500 milyon kiside bu hastalik ortaya ¢ikmaktadir ve 1-2 milyon kisi hayatini
kaybetmektedir (Berger ve ark., 2006). Insanlarda hastalik olusumuna neden olan
dort farkli Plasmodium tiirii parazit bulunmaktadir. Bu parazitler Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malaria ve Plasmodium ovale’dir.
Plasmodium falciparum sub-Sahra Afrika ve Dogu Asya iilkelerinde, Plasmodium
vivax ise Hindistan’da daha yaygin olarak goriilmekte olup, bu iki parazit diinyadaki
sitma vakalarinin %95’inden daha fazlasindan sorumludur. Sitma hastaligi tropik
bolgelerde ideal cogalma ve yasam kosullarina sahip olan Anofel tiirii sivrisinekler

araciligiyla yayilmaktadir. (Vangapandu ve ark., 2007).

Kinakina bitkisinin kabuklarindan elde edilen ekstreler 17. yiizyildan itibaren
sitma tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitki ekstresinde bulunan Kinin (Formiil 6),
1820’11 yillarin ortalarina dogru izole edilmis ve giiniimiize kadar milyonlarca sitma
vakasinda kullamilmistir. Kinin, son yillarda Klorokin (Formiil 8)’e direngli

Plasmodium falciparum'an neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercih

edilmektedir.

N\
N Cl
Kinin Kinakrin (Mepakrin) Klorokin
Formiil 6 Formiil 7 Formiil 8

9-Aminoakridin tiirevi olan Kinakrin (Formiil 7), 1934 yilinda sentezlenmis
ve diisiik antimalaryal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. II. Diinya savasinin

baslamasiyla Dogu Hindistan’dan kinakina kabugu temininde giicliiklerin yasanmast,



Kinine alternatif olabilecek Kinakrinden daha etkili sentetik bilesiklerin bulunmasi
ihtiyacinm1 artirmis ve yiizlerce bilesik sentezlenerek aktiviteleri degerlendirilmistir
(Lemke, 2002). 4-Aminokinolin tiirevi bir bilesik olan Klorokin, 1943 yilinda
Almanya'da gelistirilerek, tiim diinyada sitmaya kars1 tedavi ve profilaksi saglamak
amaciyla kullanilmaya baslanmigtir (Baird, 2005). Amodiyakin (Formiil 9),
Klorokin’den daha aktif bir bilesik olmasina ragmen, malarya tedavisinde genis bir

kullanim alanina sahip degildir. (Castell, 2003).

e
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Amodiyakin Primakin
Formiil 9 Formiil 10
HN HO N[(CH2)3CHg]>

HO

( O% .
/
N~ > CF,

CF3 Cl
Meflokin Halofantrin
Formiil 11 Formiil 12

II. Diinya Savas1 sirasinda gelistirilen ve giiniimiizde de sitma tedavisinde
doku fazi sizontosit evresinde kullanilan tek bilesik olan Primakin (Formiil 10)
(Baird, 2005), Kinin ve Kinakrinde bulunan metoksikinolin ¢ekirdegini icermektedir.
19601 yillarda gelistirilen (Block, 2004) ve 1980'1i yillarda tedavide kullanilmaya
baslanilan (Baird, 2005) Meflokin (Formiil 11)’in kimyasal yapis1 Kinin bilesiginin
4-kinolinometanol kismina benzemektedir. Halofantrin (Formiil 12) 1988 yilinda

tedaviye giren 9-fenantrenemetanol sinif1 bir bilesiktir (Castell, 2003).



N= 0 N=\
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CHj HsCO  OCHj
Pirimetamin Siilfadoksin
Formiil 13 Formiil 14

1950l yillarda gelistirilen Pirimetamin (Formiil 13) giiclii bir dihidrofolat
rediiktaz inhibitoriidiir. Pirimetamin-Siilfadoksin (Formiil 14) kombinasyonu,
Klorokine direngli P. falciparum enfeksiyonlariin tedavi ve profilaksisinde

kullanilmaktadir(Block, 2004).
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Proguanil Dapson Atovakuon
Formiil 15 Formiil 16 Formiil 17

Proguanil (Formiil 15) - Dapson (Formiil 16) kombinasyonu, Klorokine
direncli P. falciparum enfeksiyonlarinin neden oldugu sitmanin profilaksisinde yirmi
yili askin bir siiredir kullanilmaktadir. Proguanil-Atovakuon (Formiil 17)
kombinasyonu da tedavide kullanilmaktadir ve Meflokin, Amodiyakin, Klorokin ve
Peimetamin-Siilfadoksin’e gore daha etkin oldugu belirtilmektedir. Ancak maliyeti

yiiksektir (Castell, 2003; Baird, 2005).

Artemisinin Dihidroartemisinin Artemeter Artesunat

Formiil 18 Formiil 19 Formiil 20 Formiil 21

Artemisininler, sitma tedavisinde kullanilan en yeni bilesik smifidir.

Artemisinin (Formiil 18), Artemisia annua bitkisinden izole edilen dogal bir



bilesiktir. Bu bitki, Cinli herbalistler tarafindan M.O. 168 yilindan beri
kullanilmaktadir (Lemke, 2002). Artemisinin tedavide tek basina kullanildigi gibi,
Meflokin ile kombine edildigindeki etkinligi arastirilmaktadir. Artemisinin tiirevleri,
organizmada Dihidroartemisinine (Formiil 19) metabolize edilir. Dihidroartemisinin,
in vitro ve in vivo olarak Artemisinin ve Artesunatdan, in vitro olarak da Meflokin ve
Halofantrinden daha aktif bir bilesiktir. Ancak tedavide kullanimi, diisiik
¢cOziiniirligi ve kararsiz olusu sebebiyle smirlanmaktadir (Castell, 2003).
Artemisinin tiirevi bilesiklerden olan Artesunat (Formiil 21), Meflokin ile kombine
halde, Artemeter (Formiil 20) ise Lumefantrin (Formiil 22) ile kombine halde sitma

tedavisinde kullanilmaktadir (Baird, 2005).

N/\/\CHg
MTNCCH,

‘ OO :
L,

Lumefantrin

Formiil 22

HO

Sitma tedavisinde en yaygin olarak kullanilan ilaglar, Klorokin ve
Siilfadoksin-Pirimetamin’dir. Giiniimiizde Orta Amerika ve Giineydogu Asya’nin
bazi bolgeleri disinda, P. falciparum’un Klorokine kars1 diren¢ kazindigi ve
tedavideki basarisizlik oraninin yiikseldigi bildirilmektedir. Siilfadoksin-Pirimetamin
kombinasyonu, Klorokine direncgli P. falciparum’un neden oldugu sitma vakalarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Giineybati Asya ve Kuzeydogu Afrika’da bu ilag
kombinasyonu iyi etkinlikte iken, Giineydogu Asya ve sub-Sahra Afrikada etkinligi
duisiiktiir. Kinin ve Meflokin, Tayland kiyilarindaki baz1 bolgeler disinda tedavi edici
etkinliklerini korumaktadir (Baird, 2005).

Diinyanin cesitli bolgelerinde farklilik gostermekle beraber, Artemisinin
tirevi bilesikler disindaki biitiin antimalaryal ilaglara kars1 direng gelisimi

goriilmektedir. Artemisininler, ¢oklu diren¢ gelisimi olan hastalarin tedavisinde



kullanilmaktadir. Eger Artemisinin tiirevi bilesiklere karsi direng gelisimi olursa,

tedavi edilemeyen sitma vakalariyla karsilasma olasiligir dogacaktir (White, 2004).

1.1.2. Uyku Hastalig1 ve Tedavisinde Kullanilan Bilesikler

Insanlardaki Uyku Hastaligi (Afrika tripanosomiazisi, HAT), Trypanosoma brucei
rhodesiense ve Trypanosoma brucei gambiense’den kaynaklanmaktadir ve kan emici
cece sinegi (Glossina tirleri) araciligiyla yayilmaktadir. Trypanosoma brucei
rhodesiense, hastaligin akut formu olan Dogu Afrika Uyku Hastaligi'nin etkenidir.
Trypanosoma brucei gambiense ise hastaligin kronik formu olan Bat1 Afrika Uyku
Hastaligi'nin etkenidir (Blum ve ark., 2006). Yaklasik 300.000-500.000 kisinin
Afrika tripanosomiazisi ile enfekte oldugu ve yilda 50.000 oliim vakasinin

gerceklestigi bildirilmektedir (Fairlamb, 2003).

Hastaligim ilk evresinde (erken safha, hematolojik saftha) birkag¢ giin siiren
yiikksek ates nobetleri, hematolojik ve immiinolojik degisiklikler ortaya c¢ikmakta
iken, ikinci evrede (gec satha, meningo-ensefalitik saftha) hastalik etkeninin merkezi
sinir sistemine girmesi ile norofizyolojik bozukluklar, koordinasyon bozukluklari,
giin boyu uyuma gibi semptomlar gozlenmektedir. Tedavi uygulanmazsa hastaligin
ilerlemesiyle uyuma siiresi artmakta, ciddi kilo kaybimi koma ve 6liim izlemektedir.

(Fairlamb, 2003; Blum ve ark., 2006).
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Hastaligin ilk evresinin tedavisinde kullanmilan ilaglar, 1920’li yillarda
tedaviye giren Suramin (Formiil 23) ve 1940l yillarda kullanilmaya baslanan
Pentamidin (Formiil 1)'dir. Suramin suda iyi c¢oziinmekte olup, i.v. yolla
uygulanmaktadir. Bulanti, kusma, sok, bobrek hasari, agraniilositoz, hemolitik
anemi, sarilik, ciddi diyare gibi Oliimle sonuclanabilen yan etkiler ortaya
cikabilmektedir. Pentamidin ise erken sathadaki T. b. gambiense enfeksiyonlarinin
tedavisinde tercih edilmektedir. 7. b. rhodesiense enfensiyonlarinin tedavisinde,
yalnizca  Suramin'in  kontraendike  oldugu  durumlarda  kullanilmaktadir.
Pentamidin’in etkinligi, kan-beyin bariyerini gecemedigi icin erken safha ile
sinirhdir. i.v. uygulamay: takiben ciddi hipotansiyon olusumu goriilebileceginden,
i.v. yerine i.m. yolla uygulama tercih edilmektedir. Pentamidin’in karaciger, bobrek
ve pankreasta hasar olusumu gibi 6nemli yan etkileri ortaya cikabilmektedir.

Pankreasin hasara ugramasi ile diyabet hastaligi meydana gelebilmektedir.

HN
N>/_ '\{>_NH4@ AS/SJ/\OH COOH
=N 5 HoN. -~ _A-CHF,
HoN

NH,
Melarsoprol Eflornitin
Formiil 24 Formiil 25

Melarsoprol (Formiil 24), 1949'da T. b. rhodesiense veya T. b. gambiense’nin
neden oldugu uyku hastaliginin ikinci evresinde kullanilmaya baslanmistir. Sudaki
¢cOziiniirligti diisiik oldugu icin, propilen glikol ile coziilerek i.v. yolla
uygulanmaktadir. Propilen glikol dokular iizerinde yiiksek irritan etki yapmaktadir.
Melarsoprol uygulanan kisilerin %5-10'unda ciddi ensefalopati ortaya ¢ikmakta ve
bu hastalarin yaklagik olarak yaris1 hayatin1 kaybetmektedir. Diger 6nemli yan etkiler
ise kusma, abdominal kolit, periferal ndropati ve tromboflebit sayilabilir. Eflornitin
(Formiil 25), 1977 yilinda sentezlenmistir ve T. b. gambiense’nin neden oldugu uyku
hastaliginin ikinci evresinde kullanilmasi tercih edilmektedir. 7. b. rhodesiense
enfeksiyonlarinda etkisiz olan bu ilag, yiiksek maliyeti ve uygulama zorlugu

nedeniyle ideallikten uzaktir (Fairlamb, 2003).
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1.1.3. Chagas Hastahg ve Tedavisinde Kullanilan Bilesikler

Chagas (Amerika tripanosomiazisi) hastaligi, Orta ve Giiney Amerika’da yaygin
olarak goriilmektedir ve Triatoma tiirii bocekler araciligiyla yayilmaktadir (Schofield
ve ark., 2006). Tahminen 90 milyon insan risk altindadir. Yaklasik olarak 16-18
milyon kiside bu hastalik mevcut iken, yilda 500.000 yeni vakanin goriildiigii ve
50.000 kisinin hayatinm kaybettigi bildirilmektedir (Stephens ve ark., 2003).

/\ P O ¢ N
o, B
Nifurtimoks Benznidazol
Formiil 26 Formiil 27

Chagas hastaliginin etkeni olan Trypanosoma cruzi’ye kars1 kullanilan ilaclar,
sirastyla 1970 ve 1974 yillarinda tedaviye giren Nifurtimoks (Formiil 26) ve
Benznidazol (Formiil 27)’dur (Pink ve ark., 2005). Bu bilesikler, Chagas hastaliginin
akut fazinda etkili -etkinlikleri %80’in iizerinde- iken, sadece Benznidazol kronik
fazin erken donemlerinde cok sinirli diizeyde etkilidir. Her iki bilesikte de ciddi yan

etkiler goriilebilmektedir (Croft ve ark., 2005).

1.1.4. Leishmaniasis ve Tedavisinde Kullamilan Bilesikler

Leishmaniasis'e Leishmania tiirii protozoal parazitler neden olmaktadir. 88 Ulkede
yaklagik 350 milyon insan risk altindadir ve yilda 2 milyon yeni vakanin goriildiigii
tahmin edilmektedir (Brendle ve ark., 2002). Leishmania enfeksiyonlar
kemirgenler ve diger memelilerde de ortaya cikmaktadir. Hastalik etkeni,
Phlehotomus cinsi sinekler araciligiyla insana gecmektedir. Leishmanisasisin ii¢ ana
klinik varyanti vardir. Bunlar visseral leishmaniasis, kiitandz leishmaniasis ve

mukokiitanoz leishmaniasistir.
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Visseral leishmaniasis, Kala azar hastalig1 olarak da bilinir ve hastalik etkeni
Leishmania donovani’dir. Hastaliin bu formu sistemiktir ve hastalarda ates, diyare,
oksiiriik, karaciger ve dalakta biiyiime goriillmektedir. Tedavi uygulanmazsa 20 ay
icinde hastalar diyare, siiperenfeksiyon veya gastrointestinal kanama nedeniyle
hayatin1 kaybetmektedir. Bu hastalik Afrika ve Akdeniz kiyisindaki iilkelerde yaygin

olmakla beraber Cin, Latin Amerika ve Rusya'da da goriilebilmektedir.

Kutandz ve mukakiitandz leishmaniasis bir ya da bir¢ok bolgede lokalize
lezyonlar ile karakterize olmustur. Bu lezyonlar yavas iyilesen ve agr1 olusabilen
ilserasyonlardir ve ikincil bakteriyel enfeksiyonlar olusabilmektedir. Leishmania
topica’nin neden oldugu kiitan6z leishmaniasis Akdeniz kiyilari, Orta Dogu, Giiney
Rusya ve Hindistan’da yaygin olarak cocuklarda ve genglerde goriilmektedir.
Leishmania major Afrika c¢olleri, Orta Dogu ve dogu Rusya’da endemiktir.
Leishmania aethiopica Kenya'nin yiiksek bolgeleri ve Etiyopya’da bulunmustur.
L. peruviana, L. braziliensis, L. ponamensis Giiney ve Orta Amerika’da bulunurken,

L. mexicana Teksas’1n giineyi ve orta kesimlerine endemiktir (Lemke, 2002).

H

|+
CHoOH CHoOH H-N"—CH
HO-CH CH-OH
HC-O_OH O O-CH ey
7N Dl HO_(,;H SbOj3
HC~0—Sb—0-SbT0-CH 3Na* HC-OH
HIC_O_ O_|CH ) HIC_OH
CO0 CO0 HC~OH
CH,OH
Sodyum Stiboglukonat Megliimin Antimonat
Formiil 28 Formiil 29

Bes degerlikli antimon Sb(V) iceren Sodyum Stiboglukonat (Formiil 28) ve
Meglumin Antimonat (Formiil 29), 1940’11 yillardan itibaren leishmaniasis tedavide
ilk tercih edilen bilesiklerdir. Etkinlik ve toksisite acisindan aralarinda 6nemli bir
fark yoktur. i.v. veya i.m. enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir. Yaygm olarak
goriilen yan etkiler bulanti, hepatotoksisite ve kardiyotoksisitedir (Brendle ve ark.,

2002). Direng gelisimi nedeniyle Hindistan’da bu bilesiklerin tedavide kullanimindan
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vazgecilmekle beraber, diinyanin geri kalan kesiminde halen kullanilmaya devam

edilmektedir (Croft ve ark., 2005).

Amfoterisin B

Formiil 30

Amfoterisin B (Formiil 30), visseral leishmaniasis tedavisinde i.v. olarak
kullanilan bir bilesiktir. Toksik yan etkiler kullanimini sinirlanmaktadir. Lipid
kompleksi hazirlanarak elde edilen yeni klinik formiilasyonunda toksik etkilerde
azalma saglanmistir. Ancak yiliksek maliyeti, gelismekte olan iilkelerde visserel
leishmaniasis tedavisinde kullanim1 agisindan biiyiik bir sorun yaratmaktadir. Ayrica
hem Amfoterisin B, hem de Amfoterisin B’nin lipid kompleksi visseral olmayan

leishmaniasis tedavisi i¢in uygun goriilmemektedir (Brendle ve ark., 2002).

Pentamidin (Formiil 1), leishmaniasis tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak
enjeksiyon yoluyla uygulanmasi, toksisitesinin yiiksek olusu ve 6nemli yan etkilerin

ortaya ¢ikmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (Brendle ve ark., 2002).

i O
CHg-(CHg)14~CHa—0—P—0—-CHp~CHp~N*CHg
o CHs
Miltefosin
Formiil 31

Miltefosin (Formiil 31), oral yolla visseral leishmaniasis tedavisinde
kullanimi1 Hindistan’da onaylanmis ve faz IV ¢alismalar1 devam etmekte olan bir
bilesiktir. Kiitanoz leishmaniasise olan etkinligi, yapilan faz III deneyleri ile

arastirilmaktadir (Croft ve ark., 2005).
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1.2. Pentamidin Tiirevi Bilesikler ve Antiparazitik, Antimikrobiyal, Antifungal

Etkileri

Aromatik diamidin tiirevi olan Pentamidin (Formiil 1), ilk defa 1930’lu yillarin
sonlarina dogru sentezlenmis ve antiprotozoal aktivite gosterdigi bildirilmistir (King
ve ark., 1938). Bu bilesik klinikte African trypanosomiasis (Apted, 1980), antimon-
direncli leishmaniasis (Breyceson ve ark., 1985) ve AIDS sonrasi ortaya cikan
firsatc1 enfeksiyonlarin en yaygimi olan Prneumocystis carinii’nin neden oldugu
pnomoni (PCP) (Ivady ve Paldy, 1958) tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
Cryptosporium parvum (Blagburn ve ark., 1991), Giardia lamblia (Bell ve ark.,
1991), Toxoplasma gondii’nin (Lindsay ve ark., 1991) de yer aldigi pekcok
mikroorganizmaya karst da etkilidir. Genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna
sahip olmasma karsin, Pentamidin bilesiginin tedavide kullanilisi nefrotoksisite,
karaciger fonksiyonlarinda bozulma, hipotansiyon (Waltzer ve ark.,, 1974),
hipoglisemi (Murdoch ve Keystone, 1983) gibi toksik ve yan etkileri nedeniyle
kisitlanmaktadir. Pentamidin'e alternatif olabilecek toksik ozellik icermeyen, yan

etkileri tolere edilebilir bir bilesige ulasma ¢abalar1 halen devam etmektedir.

Pentamidin ve tiirevlerinin etki mekanizmasi1 tam olarak aciklanamamakla
birlikte, bulgular antimikrobiyal aktivite ile DNA minor kaviteye baglanma
ozellikleri arasinda bir iligki olabilecegine isaret etmektedir (Tidwell ve ark.,1993).
Pentamidin tiirevi bilesiklerin, mikroorganizma DNA’s1 ile bir kompleks olusturarak
DNA’ya bagimhi bazi mikrobiyal enzimlerini inhibe ederek etki gosterdigine

inanilmaktadir (Boykin ve ark., 1998).

Diamidino-bis-benzimidazol tiirevi bilesikler iizerinde yapilan bir
arastirmada, in vitro antigiardial aktivite ile DNA baglanma affinitesi ve giardial
topoisomeraz Il enzim inhibisyonu arasinda giiclii bir korelasyon oldugu tespit
edilmistir (Bell ve ark., 1991, Bell ve ark., 1993). Diger bir ¢caligmada, diamidino-
bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin P. carinii’den izole edilen topoizomeraz II
enzimin inhibisyonu ile anti PCP arasinda giiclii bir korelasyon olmadig1 goriilmiistiir

(Dykstra ve ark., 1994). Pentamidin tiirevi bilesiklerin DNA’ya baglanma 6zellikleri
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ile anti PCP etki arasindaki iliski de ¢ok ac¢ik degildir (Cory ve ark., 1992). Amidin
tirevi bilesiklerin in vitro aktivite sonuglan ile P. carinii’e olan in vivo aktivite
sonuclar1 arasinda bir iliski bulunmasi, in vivo aktivite sonuclarinin doz, metabolitik

ozellikler ve bilesiklerin farmakokinetik oOzelliklerinden etkilenmesi sebebiyle

sinirlanmaktadir (Tidwell ve ark., 1990, Tidwell ve Bell, 1994).

Pentamidin tiirevi bilesiklerin PCP’ye olan etkileri immiin sistemi baskilanan
sicanlar iizerinde arastirilmig, giinlik 10 mg/kg dozda i.v. yolla bilesiklerin
hidroklorit tuzlart uygulanmis (6 nolu bilesikte giinliikk doz 5 mg/kg olup, bilesik 1
diisiik ¢oziiniirliikte oldugu i¢in test edilmemistir) ve Ortalama Histolojik Deger
olarak etkileri saptanmistir (Tablo 2) (Tidwell ve ark., 1990). Bu degerlendirmede

sicanlarin akcigerlerindeki kist sayilar ve yayilma yiizdeleri karsilastirilmaktadir.

0.5 = akcigerin tamaminda 10 kistten az,

1 = akciger dokusunun %10’undan daha az bir bolgede kistler dagilmas,

2 = akciger dokusunun %10-25 arasindaki bir bolgede kistler dagilmas,

3 = akciger dokusunun %26-50 arasindaki bir bolgede kistler dagilmas,

4 = kistler akcigere tamamen yayilmis ve akciger dokusunun %50’sinden daha

fazla orandaki kismini1 kaplamaktadir.

Pentamidindeki amidin fonksiyonel grubu, eter kopriisiiniin para konumundan
meta konumuna getirildiginde (bilesik 4, 9, 13) PCP’ye olan etki azalmistir. Amidin
yerine imidazolin-2-il getirildiginde (bilesik 15) aktivite artmis ve toksisite azalmis,
eter yapisindaki oksijenlerin yerine -NH- olan bilesik 14’te ise etki diigmiis ve
toksisite artmigtir. Bilesik 6, giinliikk 5 mg/kg dozda uygulanmasina karsin aktivitesi

Pentamidinden daha yiiksektir.
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2 2

Y Y NH N §

53 =X NH .

1Q*X—(CH2)n—X4§\:\//1 Amd=—C  im= —( j imCHg= —< j
- NH N N

R R
Candida albicans | Cryptococcus neoformans
Anti | MiKg) | MFK MiKg, MFK
Bilesik | m | Y Konum| X R | PCP* | (ug/ml) | (pg/ml) (ug/ml) (ug/ml)

Amfoterisin B 1.0 TE 1.0 TE
Flukonazol 0.25 AD 2.0 AD

1 2|Amd 1| O H TE 3.12 100 >100 TE

2 2|Amd 1| O NH, 0.7 25 TE >100 TE

3 3/Amd 1| O H 0.9 3.12 3.12 6.25 6.25

4 3/Amd 2| O H 1.6 | >100 | >100 TE TE

5 3 |Amd 1 | NH H 0.9 0.19 0.39 1.56 6.25

6 3/Amd 1| O | OCH; | 0.6% | 12.5 50 12.5 12.5

7 3 |Im 1 (0] OCH;

8 4|/Amd 1| O H 0.6 25 50 3.12 6.25

9 4 |Amd 2| O H 1.9 12.5 25 25 25

10 4|Amd 1| O | OCH; | 0.9 | >100 | >100 50 >100

11 4 |Im 1 (0] H 0.78 1.56 6.25 12.5

12 4 |ImCH; 1| O H >100 | >100 >100 >100
Pentamidin | 5 | Amd 1 O H 1.2 0.78 1.56 3.12 6.25

13 S|Amd 2 | O H 1.7

14 5 |Amd 1 | NH H 1.6 | <0.09| 0.39 0.78 1.56

15 5 |im 1 0 H 0.7

16 6 |Amd 1 O H 1.1

17 6 | Amd O H 1.6 1.56 12.5 6.25 12.5

* Pneumocystis carinii pnomoni’e olan etkiler Ortalama Histolojik Deger olarak verilmis, Bilesik 6:
5 mg/kg/giin, diger bilesikler 10 mg/kg/giin dozlarda iv olarak uygulanmustir.
TE: Test Edilmemis, AD: Aktif Degil

Tablo 2. Pentamidin tiirevi bilesiklerin in vivo PCP’ye ve in vitro C. albicans ve
C. neoformans’a olan antifungal etkileri.

1,3-di(4-imidazolino-2-metoksifenoksi) propan (DMP, bilesik 7)’nin
dihidroklorit tuzunun 2.5 mg/kg dozda i.v. uygulamasinda c¢ok iyi aktivite
gostermesine karsin ¢oziintirliigiiniin diisiik olmasi, gelecekteki klinik uygulamalarini
kisitlayacagr bildirilmistir. Bu bilesigin dilaktat tuzu, doza bagimli olarak i.v.
uygulamada Pentamidinden ortalama 10 kat daha aktiftir. Oral uygulamada
Pentamidin aktivite gostermezken, DMP dilaktat bilesiginin giinlik 80 mg/kg’lik
dozda oral uygulamasi, giinliikk 1 mg/kg i.v. uygulanmasiyla aym diizeyde PCP’ye
etki gostermektedir. Glinliik 2.5 mg/kg i.v. dozda toksik etki goriilmezken, 5 mg/kg
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i.v. dozdaki toksik etkisinin Pentamidinin 10 mg/kg i.v. dozdaki toksik etkisiyle

benzer oldugu gozlenmistir (Tidwell ve Bell, 1994).

Pentamidin tiirevi bilesiklerin antitiripsin aktiviteleri ve timidilat sentetaz
inhibisyon degerleriyle, in vivo sican modeli ile tespit edilen PCP'ye olan etkileri
arasindaki iliski arastinlmis ve herhangi bir korelasyon bulunamamistir. Etki
mekanizmasinin aciklanmasinda proteazlarin ya da timidilat sentetaz inhibisyonunun

gozardi edilebilecegi bildirilmistir (Tidwell ve ark., 1990).

Pentamidin analogu olan bilesiklerin irn vitro antifungal aktiviteleri, Candida
albicans A39 ve Cryptococcus neoformans var. neoformans H99’a karsi incelenmis
ve %80 inhibisyon yapan Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiKgg) ve Minimum
Fungusidal Konsantrasyon (MFK) degerleri Tablo 2’de belirtilmistir. Alkil zincirinde
tic karbon (bilesik 3) ve dort karbon (bilesik 8) bulunan tiirevlerde, amidin grubunun
meta konumuna metoksi siibstitiientinin getirilmesi ile her iki organizmaya kars1 olan
aktivite diismektedir. Bilesik 3’deki amidin fonksiyonel grubu eter kopriisiiniin para
konumundan meta konumuna getirildiginde, C. albicans’a kars1 aktivitenin diistiigii
(bilesik 3, icin MiKsgy = 3.12 png/ml, bilesik 4 icin MiKsy = >100 pg/ml ); buna
karsilik dort karbon zinciri tasiyan bilesik 8’de aymi degisiklik yapilarak elde edilen
bilesik 9’da, C. albicans’a olan aktivitenin artip C. neoformans’a karst olan

aktivitenin diistiigii saptanmistir.

Alkil zincirinde dort karbon tasiyan tiirevde (bilesik 8, C. albicans
MiKg = 25 pg/ml, MFK = 50ug/ml), amidin grubu yerine imidazolin-2-il
getirildiginde (bilesik 11, C. albicans MiKgy = 0.78 pg/ml, MFK = 1.56 ug/ml),
C. albicans’a karg1 antifungal aktivite 6nemli derecede artmakta; imidazolin
azotundaki hidrojen yerine metil getirildiginde ise her iki mikroorganizmaya karsi
olan aktivite diismekte ve hem MiKg, hem de MFK degerleri 100 pg/ml’nin iizerine

cikmaktadir.

Yapi-aktivite agisindan en goze ¢arpan degisiklik ise, ii¢ ve bes karbonlu alkil

zincirleri tasiyan tiirevlerdeki eter oksijenlerinin yerine -NH- grubunun getirilmesi
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ile meydana gelmis 5 numarali bilesikte antifungal aktivite C. albicans MiKgy= 0.19
ug/ml, MFK = 0.39 ug/ml, C. neoformans MiKg, = 1.56 pug/ml, MFK = 6.25 ug/ml
olarak gozlenirken, en aktif tiirev olan 14 numarali bilesikte ise C. albicans
MiKgy = <0.09 pg/ml, MFK = 0.39 ug/ml, C. neoformans MiKgy = 0.78 pg/ml,
MFK = 1.56 pg/ml olarak gozlenmistir (Del Poeta ve ark., 1998).

Pentamidin analogu 36 bilesigin Leishmania mexicana amazonensis 669 C4S,
Plasmodium falciparum W2 ve Plasmodium falciparum DG6’ya olan in vitro
antiprotozoal aktiviteleri arastirilmistir. Antileishmanial aktivitelere bakildiginda,
alkil zincirinde bes karbon tasiyan Pentamidin icin ICsy = 0.820 £ 0.019 pM olarak
saptanmistir. Alkil zinciri alti karbon olan bilesik 16 (Tablo 2), Pentamidine gore
yaklasik iki kat daha aktiftir (ICsp = 0.396 + 0.070 pM). Ug karbonlu alkil zinciri
tagiyan bilesik 3 Pentamidinle yaklasik aym aktiviteye sahipken, iki (bilesik 1) ve
dort karbonlu (bilesik 8) tiirevlerde Pentamidine gore aktivite daha diisiiktiir. Amidin
grubuplariin yerine imidazolin-2-il getirilmesi ve imidazoline gore meta konumuna

metoksi siibstitiientinin getirilmesi aktiviteyi biraz diistirmuistiir.

Amidin grubunun para konumundan meta konumuna getirilmesiyle
antileishmanial aktivite diismektedir. meta-Amidinofenoksi tiirevi bilesiklerde (4, 9,
13, 17 nolu bilesikler) alkil zincirinin uzamasi ile aktivitede artis meydana gelmekte,
alt1 karbonlu alkil zinciri tasiyan bilesik 17, 1.034 £ 0.077 uM ICs, degeri ile amidin

grubunu meta konumunda tastyan bilesikler icerisinde en etkili tiirev olmaktadir.

Amidin grubu para konumunda olan tiirevlerde, eter kopriisiine gore orto
konumuna -NO, , -NH; veya -OCH3 grubu getirildiginde, antileishmanial aktivite
siibstitiient tagimayan tiirevlere gore azalmakta; -Cl veya -Br siibstitiienti tagiyan
tirevlerde aktivitede biraz artis olmakla beraber, ICsy degerlerinde 6nemli bir fark
bulunmamaktadir. Eter oksijenlerinin yerine azot getirilmesi ile elde edilen
tirevlerde aktivitede artis meydana gelmistir. Alkil zincirindeki karbon sayisinin
artmasiyla aktivite degeri artmaktadir. 6 Karbonlu alkil zinciri tagiyan tiirev, 0.289 +
0.055 uM ICs degeri ile bu calismadaki L. m. amazonensis’e kars1 en etkili tiirevdir.

4-Amidinoanilino tiirevi bilesiklerde, alkilamino kopriisiine gore orta konumuna
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-NO, ya da -NH, grubu getirildiginde, siibstitiient tasimayan tiirevlere gore

aktivitenin duistiigii goriilmektedir.

Antiplasmodial aktivite acgisindan degerlendirilme yapildiginda, siibstitiient
tasimayan ve alkil zinciri 2-6 karbondan olusan 4-amidinofenoksi tiirevi bilesikler,
P. falciparum D6’ya kars1 , W2’ye gore iki kat daha etkili oldugu; alkil zincirinde ii¢
karbon tasiyan bilesik 3’iin W2 klonu i¢in ICsp = 0.064 + 0.006 uM ve D6 klonu i¢in
ICsp = 0.038 + 0.009 uM aktivite degerleri ile en etkili tiirev oldugu tespit edilmistir.
Pentamidin icin W2 ve D6 klonlarina olan aktivite degerleri sirasiyla ICso = 0.129 +

0.029 pM ve ICsp=0.051 £ 0.015 pM’dur.

Aromatik halkanin eter kopriisiine gore orto konumuna -NO,, -NH,, -OCHj,
-Cl ya da -Br getirildiginde, antimalaryal aktivitede énemli bir degisiklik olmamakta

ya da aktivite diismektedir.

Amidin gruplarinin yerine imidazolin bulunan tiirevlerde P. falciparum’a
kars1 aktivite diismektedir. Buna karsin bu gruptaki bilesiklerin eter kopriisiine gore
orto konumunda -OCHj; grubu getirildiginde, P. falciparum W?2’ye olan etkilerinin
-OCH; grubu tasimayan tiirevlere gore arttigr gozlenmistir. Alkil zincirinde iig
karbon igeren bilesik 7 (DMP), P. falciparum W2 ye kars1 ICso = 0.039 £ 0.012 uM
degeri ile bu caligmadaki en etkili bilesik olurken, D6 klonuna kars1 ise ICso degeri
0.177 £ 0.049 pM’dur.

Oksijenlerin yerine azot atomlar1 getirilerek elde edilen 4-amidinofenoksi
tiirevlerinde, bazi bilesiklerde aktivite degismezken, bazilarinda ise artiy meydana
gelmistir. Alkil zincirinde 5 karbon tasiyan bilesik 14, W2’ye ICsy = 0.045 £ 0.010
uM, D6’ya ise ICso = 0.030 = 0.004 uM degerleriyle, 4-amidinofenoksi tiirevi
bilesikler arasinda en etkili olan bilesiktir (Bell ve ark., 1990).

Pentamidin’deki 5 karbonlu alkil zinciri yerine, 4 karbonlu alkil zinciri

tasiyan 8 bilesigin Pentamidin’e duyarli Trypanosoma brucei brucei (EATRO lab
110), Pentamidine direngli Trypanosoma brucei rhodesiense K243, K269 ve
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K243 As-10-3’e kars1 gosterdikleri antitrypanosidal etkileri arastinnlmistir. Asagidaki
bilesik rrans-Biitenamidin (Formiil 32), bu seri igerisinde en etkili tiirev olarak
bulunmustur. Bu bilesigin ICsy degerleri nM olarak EATRO lab 110 i¢in 2.3, K243
icin 2.2, K269 icin 2.5, K243As-10-3 i¢in 2.4 diir. Pentamidin’de ise bu degerler
sirast ile 0.8, 3.1, 3.2 ve 5.0 olarak tespit edilmistir. Pentamidin, 7. b. brucei
(EATRO lab 110)’e kars1 trans-Biitenamidin’e gore iic kat daha etkili olmasina
ragmen, trans-Biiteneamidin 7. b. rhodesiense K243, K269 ve K243 As-10-3’e karsi
daha etkilidir. frans-Biiteneamidin, cis- izomerine gore yaklasik {i¢ kat daha aktiftir.
Amidin yerine imidazolin-2-il getirilmesiyle aktivite 6nemli diizeyde azalmaktadir.
tras-Biitenamidin bilesiginin, K243’e kars1 imidazolin tiirevine gore 400 kat daha

aktif olmasi dikkat ¢ekici bir sonuctur (Donkor ve ark., 2001).
HoN
>/'—< >—O H
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Formiil 32

: NH>
NH

Pentamidin analogu olan 39 bilesik iizerinde yapilan bir calismada, bu
bilesiklerin sigir timiis DNA’sindaki termal denatiirasyon sicakliklarim degistirdigi
(AT,) ve DNA’ya baglanma afinitesine sahip olduklar1 gozlenmistir. Ayrica baz
spesifik DNA baglanma 6zellikleri poly(dA).poly(dT) ve poly(dG-dC).poly(dG-dC)
homopolimerlerindeki AT,, degerleri goz Oniinde tutularak degerlendirilmistir.
Ethidium bromiir ile normalizasyon yapilmis ve bilesiklerin cogunun AT baz ciftine
orta diizeyde spesifik afinite gosterdigi (AT/GC baglanma oran1 <3) goriilmiistiir.
Eter kopriisiiniin orto konumunda -OCH3; grubu igeren bilesiklerde (alkil zincirinde
ic karbon tasiyan bilesik 6’da AT/GC baglanma oran1 6, dort karbonlu alkil zinciri
tasiyan bilesik 10°da 11.1, 5 karbonlu tiirevde 5.4), AT baz ciftine olan spesifik
affinitenin Pentamidinden (AT/GC baglanma oran1 3.8) yiiksek oldugu belirtilmistir.
Halka siibstitiisyonu ile baz spesifitesi arasinda nasil bir iligki oldugu tam olarak
aciklanamamistir. Benzamidin halkasindaki bu konuma -OCHj, -NO,, -NH,, -CI
gibi gruplarin getirilmesi ya da amidino grubunun imidazolino-2-il ile degistirilmesi
ile DNA’ya baglanma afinitesi etkilenmemis; imidazolindeki azot atomundaki

hidrojenin yerine metil tagiyan tiirevlerde ise DNA baglanma afinitesinde 6nemli
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oranda diisiis meydana gelmistir. Amidino grubunu eter kopriisiine gore meta
konumunda igeren biitiin bilesiklerde diisiik poliniikleotid afinite gozlenmis ve

DNA’ya baglanmada molekiiler agilarin onemli oldiigii bildirilmistir (Cory ve ark.,

1992).
HN NH
A AP
HoN O NH,
Furamidin

Formiil 33

Dikatyonik amidin tiirevi olan ve alkiloksi kopriisii yerine furan halkasi
iceren 18 bilesigin antitripanosomal ve antimalaryal etkileri in vivo olarak fareler
izerinde arastirilmigtir. Bunlar icersinde Furamidin (2,5-bis(4-amidinofenil)furan)
(Formiil 33) bilesiginin, Trypanosoma rhodesiense’e kars1 Pentamidinden daha gii¢lii
aktivite gostermektedir. Halkali amidin grubu iceren tiirevlerde antitripanosomal
etkinin diistiigli ve toksisitenin arttig1, furan halkasina bir metil grubu getirildiginde
aktivitede cok az artis oldugu, iki metil grubu getirilmesiyle biyolojik cevapta
Furamidine gore onemli bir degisiklik olmadig1 belirtilmistir. Benzer bir sekilde
furan halkasina bir adet -Cl siibstitiienti getirildiginde aktivitede biraz artis oldugu,
buna karsin furan halkasinda 3. ve 4. konumlarda -Cl tasiyan tiirevde aktivitenin
Furamidine gore azaldigi, furan halkasinda bir -Cl ve bir -CH3 bulunan tiirevde ise

biyolojik cevapta bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.

Plasmodium  berghei’e karst olan antimalaryal etkileri acisindan
degerlendirildiginde, Furamidindeki amidin gruplar1 yerine imidazol-2-i1 ve
tetrahidropirimidil-2-il igeren iki bilesigin orta diizeyde etkili oldugu, diger
bilesiklerin ise ¢ok diisiikk ya da hi¢ antimalaryal aktivite gostermedigi bildirilmistir
(Das ve Boykin, 1977).

Sicanlar {izerinde yapilan in vivo deneyler sonucunda, Furamidin bilesiginin
PCP’e kars1 Pentamidinden ¢ok daha aktif ve toksisitesinin diisiik oldugu, oral olarak

da toksik etki olmaksizin etki gosterdigi bildirilmistir (Boykin ve ark., 1995).
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Baska bir calismada Furamidin tiirevi bilesiklerin PCP’e olan etkileri
arastirilmig, amidin gruplarindaki -NHy’ler yerine -NH-siklopropil getirilmesi ile
aktivitenin Furamidinden daha iyi, Pentamidinden ise ortalama 100 kat daha fazla

oldugu tespit edilmistir (Boykin ve ark., 1998).

Dikatyonik 2,5-difenil furan tiirevi 16 bilesik igerisinde Leishmania
donovani’ye karst en etkili tiirev olan Furamidin’in in vitro aktivite degeri
(ICso = 2.76 £ 0.60 uM), Pentamidine (ICsop = 2.59 + 0.54 uM) yakindir. Amidin
gruplart yerine imidazolin-2-il getirildiginde ICso = >100 pM olurken,
isopropilamidin tasiyan tiirevde ICsy = 60.57 + 17.01 uM, siklopentil amidin tiirevi
bilesikte ise ICso = 15.75 £ 5.05 uM olarak bulunmustur. 2,4-Difenil furan
yapisindaki asagidaki bilesik (Formiil 34) ICsp = 1.30 = 0.21 pM degeri ile
Pentamidin’den ve 2,5-difenilfuran tiirevi olan Furamidin’den yaklasik iki kat daha
etkilidir.  2,4-Difenilfuran yapisindaki tiirevlerde, amidin gruplar1 yerine
isopropilamidin (ICsp = 12.07 £ 0.74 uM) veya siklopentil amidin (ICsp =4.62 £ 1.18
pM) bulunan bilesikler, 2,5-difenilfuran yapisindaki bilesiklere gore sirasiyla 5 ve
3.4 kat daha etkili olmalarina ragmen, Pentamidin’e gore diisiik antileishmanial
aktivite gostermektedir. Furamidin’deki furan halkasi yerine tiyofen getirilmesiyle
elde edilen bilesik (Formiil 35), ICso = 0.42 + 0.08 uM degeri ile klinikte kullanilan
Pentamidin’den 6.2 kat, Furamidin’den 6.5 kat daha aktiftir (Brendle ve ark., 2002).

HN, o NH O HN = NH
S W s~ A )<
HoN NH S
Formiil 34 Formiil 35

Furamidin bilesiginde oral uygulamada PCP’ye olan etki i.v. uygulamaya
gore Onemli diizeyde diismektedir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in Furamidin bilesiginin bis-

amidoksim ve bis-O-alkilamidoksim tiirevleri (Formiil 36) hazirlanmustir.

1) R=H (DB290)
2) R =CH; (DB289, Pafuramidin)

Formiil 36
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Her iki bilesigin (DB290 ve DB289) oral uygulamada Furamidin’den, DB289
da DB290’dan daha yiiksek anti-pnemositik etki gostermektedir. i.v. uygulamada her
iki bilesikte de genel olarak diamidin tiirevi bilesiklerde goriilen hipotansiyon,
solunum giicligii gibi akut toksik etkiler ortaya ¢cikmamaktadir. DB290, i.v. yolla
diisik dozda (5.5 pmol/kg/giin) uygulandiginda, enjeksiyon yerinde nekroz ve
enflamasyon ortaya cikarken, DB289 iyi tolore edilmekte ve giinliik 22.0 umol/kg
doz uygulamasinda bile enjeksiyon yerinde enflamasyon ve nekroz olugsmamaktadir.
Yapilan bu calisma ile O-alkilamidoksimlerin amidin tiirevi bilesikler i¢in prodrug

olarak islev gorebilecekleri bildirilmistir (Boykin ve ark., 1996).

Trypanosoma brucei rhodesiense
in vitro in vivo (STIB 900 fare modeli)
Bilesik R ICsy(nM) Doz' Tedavi’ Ortalama
(mg/kg) Yasam Siiresi’
(giin)
Furamidin 4.5 4x10 0/8 >46
1 (DB290) H 66.4 x10° 4x100 0/4 50
4x100 4/4 >60
2 (DB289, CH; 14.6 x10° 4x50 2/4 >60
Pafuramidin) 4x25 1/4 >60
3 (DB377) | CH,CH; 645 4x100 4/4 >60
4x25 0/4 32
4 n-propil 472 4x100 1/4 >47.5
5 i-propil | 12.6 x10° 4x100 2/4 48
6 n-butil | 1.9x10’ 4x100 0/4 9
7 n-hekzil | 5.7 x10’ 4x100 0/4 6

1) Furamidin intraperitonal, diger bilesikler oral dozda uygulanmigtir.
2) 60 giinden fazla parasitsiz olarak hayatta kalan fare sayis1 / uygulama yapilan fare sayisi
3) Kontrol grubundaki fareler igin ortalama yasam siiresi 7-8 giin arasindadir.

Tablo 3. Furamidin bilesiginin bis-amidoksim ve bis-O-alkilamidoksim tiirevlerinin
in vitro ve in vivo T. b. rhodesiense’ye olan antiparazitik etkileri.

Furamidin, bis-amidoksim (DB290) ve bis-O-alkilamidoksim tiirevi
bilesiklerin Trypanosoma brucei rhodesiense’ye in vitro ve in vivo etkileri
aragtiritlmig ve sonuglar1 Tablo 3’de verilmistir. Bis-amidoksim tiirevi olan DB290 ve

bis-O-alkiloksim tiirevi bilesikler in vitro olarak onemli sayilabilecek bir aktiviteye
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sahip degillerdir. In vivo etki sonuclarina gore O-metil analogu olan DB289
(Pafuramidin) bilesigi en etkin tiirevdir ve oral 4x100 mg/kg/giin dozda tedavi oram
4/4, ortalama yasam siiresi 60 giiniin iizerindedir. Giinliik 4x25 mg/kg dozda tedavi
oranm 1/4’diir. Fakat ortalama yasam siiresinin 60 giiniin iizerinde olmasi, diisiik
dozda da etkili oldugunun gostergesidir. Alkil grubundaki karbon sayis1 3 ve daha az
sayida oldugunda etki yiiksek iken, n-butil ve n-hekzil analoglarinda kontrol grubuna
gore onemli bir fark bulunmamaktadir. -OC,Hs analogu olan DB377, yiiksek dozda
(4x100 mg/kg) -OCHj3 analoguna (DB289) yakin etkili iken, diisiik dozda tedavi
oran1 ve ortalama yasam siiresi acgisindan -OCHj3; analoguna gore daha diisiik
etkilidir. O-n-propil (bilesik 4) ve O-i-propil (bilesik 5) tiirevi bilesikler orta diizeyde
in vivo aktiviteye sahiptirler. Bu bilesikler yiiksek dozda (4x100 mg/kg/giin)

uygulanmalarina ragmen, tedavi oranlar1 diisiiktiir ve sirasiyla 1/4 ve 2/4° diir.

H3C< _CH
309 0 3
N, ,/N
A AP )
HoN 0O NH,
DB289
Pafuramidin
H3C. J OH
I I
N, N
e e
HoN O NH,

HN NH
o~ P )¢
H,N O NH,
Furamidin

Sema 1. Pafuramidinin metabolizmast.
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O-Metoksiamidin tiirevi prodrug olan DB289 (Pafuramidin), insan karaciger
mikrozomlari (sitokrom P450, sitokrom bs) ile hizli bir sekilde metabolize olmakta,
O-demetilasyon ve N-dehidroksilasyon reaksiyonlar ile 4 ara metabolit {izerinden
(M1, M2, M3, M4) Furamidin molekiiliine doniismektedir (Sema 1). Yarilanma
omrii 4.16 dakikadir ve 40 dakika sonunda tamamen metabolize edilir.
Metoksiamidin/amidoksim metaboliti (M1), tim metabolitler icersinde en yiiksek
konsantrasyon seviyesine ulasmakta ve metabolizmanin devami olarak diamidoksim
(M2) ve metoksiamidin/amidine (M3) doniismektedir. M2 konsantrasyonu, 60
dakika sonunda en yiiksek seviyesine ulagmaktadir. Amidin metabolitleri

tanimlanmis olmalarina ragmen konsantrasyonlar diisiiktiir (Ansede ve ark., 2004).

DB289 (Pafuramidin) bilesiginin sitmaya kars1 faz II, uyku hastaligi (HAT)
ve PCP’ye karsi1 faz III klinik calismalar devam etmektedir (Chackal-Catoen ve ark.,
2006). Oral dozda uyku hastaliginin erken evresinde ¢ok iyi aktivite gostermesine
karsin yapilan fare deneyleri hastaligin ikinci evresinde siirli etkinlikte oldugunu

gostermektedir (Sturk ve ark., 2004).

1.3. Benzimidazol ve Bis-benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Antiparazit ve

Antimikrobiyal Etkileri

Benzimidazol halka sistemi iizerinde bu giine kadar yapilan caligmalarda,
antibakteriyel etki agisindan iimit verici sonuglara ulasilmasinda 1., 2. ve 5(6).

konum siibstitiisyonlarinin 6nemi dikkat cekmektedir.

1. ve 6. konumda alkil ve 5. konumda nitro tasiyan benzimidazol tiirevlerinin

mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu bildirilmistir (Abou-Shadi ve ark., 1979).

2.,5(6). ve 7.konumlarda cesitli siibstitiientler iceren benzimidazol tiirevleri
antibakteriyel aktivite yoniinden incelendiginde, 2. konumda 2-piridil grubunun,
5. konumda bulunan metoksi, etoksi, triflorometil, nitro ve klor gruplarinin etki

acisindan Onemli siibstitiientler oldugu belirtilmektedir. Test edilen bilesikler,
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mikroorganizmalara karst 50-100 pg/ml MIK degerleri ile smirli bir aktivite
gosterirken, 5-nitro-2-(2-piridil) benzimidazoliin E. coli’ye karst 10 pg/ml MIK

degeri ile en iyi aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir (Hisano ve ark., 1982).

pesi=lse

R=H,F,NO,, CH;, CF;
R’=H,C1,N02,CH3,CF3

Formiil 37

2,5-Di-2-benzimidazolilfuran (Formiil 37) tiirevlerinin test edilen farkli
kiiltiirlerde germisidal veya fungusidal olarak aktivite gostermedigi belirtilmektedir

(Pedini ve ark., 1988).

F NI
\
Tk,

H
Formiil 38

5. Konumda farkli siibstitiientler iceren 100’den fazla 2-(2'-furil) ve 2-(2'-
tiyenil) benzimidazol ve benzoksazol tiirevi bilesik sentezlenmis ve bunlarin
antimikrobiyal etkileri incelenmistir (Pedini ve ark., 1990). Bu tiirevlerden
bazilarinin kayda deger aktiviteye sahip oldugu bildirilirken, 5-floro-2-(5'-nitro-2'-
furil) benzimidazol (FONQO,) (Formiil 38) bilesiginin en aktif bilesik oldugu
belirtilmistir (Bistocchi ve ark., 1984 ; De Meo ve ark., 1989). Bu tiirevin Mycetes,
Cryptococci, Aspergilli ve B. subtilis’e karst in vitro ortamdaki antimikrobiyal
aktivitesi ve etki mekanizmasi, C. albicans ile yapilan calismalar sonucunda

aciklanmigstir (Bistocchi ve ark., 1984).

HPLC teknigi kullanilarak FONO;’nin biyolojik érneklerdeki konsantrasyonu
zamana bagh olarak incelenmis ve sonug¢ olarak FONO,;’ nin hicbir organda selektif
olarak birikmeden, iiriner sistem araciligl ile hizla elimine oldugu bildirilmistir

(Pedini ve ark., 1991).
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FONO;’nin toksisitesini test etmek icin yapilan in vivo arastirmalarda,
karaciger fonksiyonlar i¢in, glutamatpiruvat transaminaz (SGPT) aktivitesi, bobrek
icin ise kan iire azot miktar1 Olciilerek, fareler iizerinde 7 giinliik i.p. uygulama ile
incelenmigstir. Aynm1 zamanda, renal proksimal tubuller lizozomlarda yiiksek
konsantrasyonda olusan bir enzim olan N-asetil-B-D-glukozaminidaz’in (BNAG)
tiriner aktivitesinin de incelendigi bu arastirmada, FONO; bilesiginin karaciger ya da

bobrekler iizerinde toksik etkisinin olmadigr bildirilmistir (Pedini ve ark., 1994a).

FONO;’nin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler yoniinden benzoksazol
analogundan daha iistiin olmasi nedeniyle, imidazol halkasindaki -NH— grubunun bu

sinif bilesikler icin biyolojik aktivitede 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (De Meo ve

ark., 1989).

Ayn1 arastirmaci grubu, yaklasik 100’den fazla sentezlemis olduklari tiyenil
ve furil tasiyan benzimidazol ve benzoksazol tiirevi bilesikler iizerinde yaptiklar
Kantitatif = Yapi1-Etki Iliskileri (QSAR) calismas1 sonucunda; monosiklik
heteroaromatik halkanin 5' konumundaki elektron cekici -NO, grubunun varliginin
ve tiyofen ile karsilagtirildiginda furan halkasinin, benzoksazol ile karsilastirildiginda
benzimidazol halkasinin aktivite icin 6nemli oldugunu bildirmiglerdir (De Meo ve
ark., 1990; Pedini ve ark., 1994b). Bu calismaya dayali olarak, sentezlenen 5.
konumda -OH veya -NH, gruplan tasiyan 2-(5-nitro-2'-furil) benzimidazol
tirevlerinin, FONO,’ye esdeger veya bazi mikroorganizmalara karsi daha yiiksek
antibakteriyel aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Fakat bu tiirevler C. albicans’ a

karsi inaktif bulunmustur (Pedini ve ark., 1994b).

N-glikozitler, biyolojik aktif aglikon tasiyicisi olarak biinyelerinde oz
tagidiklarindan, biyolojik aktif bilesiklerin N-glikozitlerinin kimi zaman esas
bilesigin etkisini korumasi ve bazen de artirmasi nedeniyle, sudaki coziiniirligii
artirmak iizere 2-(2'-furil) benzimidazol yapisindaki tiirevlerin N;j-heterozitleri

sentezlenmistir (Pedini ve ark., 1994c).
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Benzer yapidaki molekiillerin antilosemik aktivite (Beres ve ark., 1985;
Cottam ve ark., 1985) gostermesi nedeniyle, bu tiirevler de antilosemik bilesikler
olarak tasarlanmistir (Formiil 39). Ancak, yapilan incelemeler sonunda, N;-glikozil
tiirevlerinin, siibstitiie olmamus tiirevler ile karsilastinnldiginda daha az aktif olduklar
ya da hic antibakteriyel ve antimikotik aktivite gostermedikleri bildirilmistir.
Benzimidazol halkasia oz molekiilii katildiginda, sudaki ¢oziiniirliigiiniin 3-20 kez
artmasina ragmen, antilosemik testlerdeki ICsq degeri i¢in, bu ¢oziiniirliik degeri ile

hala yeterli konsantrasyonu saglayamadig: belirtilmistir (Pedini ve ark., 1994c).

3 N
\)
\C[N O R
2

R,
R=H,CLF
R| = D-ribofuranoz, D-glukoz, D-galaktoz
R,=H, NO,
Formiil 39

2-Aminobenzimidazol’iin aromatik aldehitlerle kondensasyonu sonucu elde
edilen ariliden-2-aminobenzimidazol tiirevleri, merkaptoasetik asit, kloroasetil kloriir
ve ftaloil glisil kloriir ile siklokondensasyona tabi tutularak, siras1 ile
4-tiyazolidinonlar ve azetidinonlar (B-laktam) sentezlenmistir (Sema 2).
Antimikrobiyal aktivite incelemeleri sonucunda, her iki grupta da iyi aktivite

gosteren bilesiklerin oldugu bildirilmistir (Abdel-Rahman ve ark., 1983).

R
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Sema 2. Ariliden-2-aminobenzimidazol tiirevlerinin merkaptoasetik asit, kloroasetil kloriir
ve ftaloil glisil kloriir ile siklokondensasyonu.
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Formiil 40

Tiyazolo[3,2-a]benzimidazol-2-asetik asit tiirevlerinin antitiiberkiiloz (Wei ve
Bell, 1973; Bell ve Wei, 1976), antidepresan (Bell ve Wei, 1976) ve antimetastatik
(Bell ve Wei, 1976; Fenichel ve ark., 1976; Gregory ve ark., 1981) gibi ¢esitli
aktiviteler — gosterdikleri  bilinmektedir. Tiyazolo[3,2-a]benzimidazol-3(2H)-on
tiirevleri, ayn1 zamanda antikonviilzan ve antifungal (Singh ve ark., 1978) etki de
gostermektedir. Bu tiirevler icerisinde yukarida formiilii verilen bilesigin (Formiil 40)
10 mm’lik inhibisyon zon c¢api ile S. aureus’a karsi orta derecede bir aktivite
gosterdigi, ancak daha sonra yapilan ileri birtakim testlerle 500 pwg/ml lik dozda bile
antibakteriyel aktivite gostermedigi bildirilmistir (Rida ve ark.,1986a).

Bir¢ok tiyazolidinon tiirevlerinin antimikrobiyal etkileri bilinmektedir ve
tiyazolidinonlarin 5. pozisyonda ariliden siibstitiienti tasimasi anti- mikrobiyal
potensi artirmaktadir (Akerblom, 1974). Benzimidazolin 2. konumunda farkli
heterosiklik halka tasiyan tiirevlerin, aktif antimikrobiyal aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Abou-Shadi ve ark., 1979).

N
@[ \>—CH2CONHNHCSNH—<:>
N

H
Formiil 41

Bir seri N-benzimidazol-2-il-asetil-N'[alkil ve tiyokarbamoil] hidrazinler ve
N-benzimidazol-2-il-metil-N'-alkil ve ariltiyo bilesikleri sentezlenmistir (Samia ve
ark., 1986). Antimikrobiyal aktivite caligmalari sonucunda, bilesiklerin, ozellikle
S. aureus’a kars1 daha aktif olduklar ve Formiil 41°da goriilen tiirevin 62 pg/ml’lik

MIK degeri ile S. aureus’a kars1 oldukga iyi aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tiyazolidinonlarin  antimikrobiyal aktivite gostermesinden hareketle,

tiyazolidinon ve benzimidazol halka sistemleri aym molekiil iizerinde kondanse
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edilerek sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal etki tayinleri sonucunda, bilesikler
E. coli ve C. albicans’a kars1 inaktif bulunmus, bazi bilesiklerin ise S. aureus’a karsi
orta derecede etkili oldugu (62-125 pg/ml MIK degeri ile) bildirilmistir. Ancak,
asagida formiilleri goriillen benzimidazollerin tiyosemikarbazid (Formiil 42) ve
tiyoiire (Formiil 43) tiirevlerinin kendilerine karsilik gelen halkali iirtinleri olan,
tiyazolidinon (Formiil 44) tasiyan tiirevlerden daha aktif oldugu bildirilmistir (Rida
ve ark., 1985 ; Rida ve ark., 1986Db).

N N
©: S—CH,NHCSNHR' ©: »—CH,CONHNHCSNHR'
N N

H H
Formiil 42 Formiil 43

s

Formiil 44

Tiyofen (Merck ve ark., 1966), furan (Fujimoto, 1967), morfolin, piperidin
ya da pirazin (Foks ve Mieczyslaw, 1978) gibi heterosiklik halkalar1 siibstitiient
olarak tasiyan benzimidazollerin  antimikrobiyal ve antifungal aktivite
gostermelerinden hareketle sentezlenen ve yan zincir olarak 1,5-dihidro-2H-pirol-2-
on (Formiil 45) ve 4-kinazolinon (Formiil 46) tasiyan tiirevler incelenmistir. Bu
tiirevlerin in vitro ortamda E. coli ve C. albicans’a kars1 biiylime inhibisyon zon
degerlerinin antibakteriyel etki agisindan kabul edilebilir oldugu, fakat bu bilesiklerin

S. aureus’a kars1 etkisiz oldugu bildirilmistir (Rida ve ark., 1986¢).

N NH—T— o
L N
N R N” 70 ©: H—CH;—N
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X
X = CH3 N H Y = CH3, C(,HS
R = H . C6H5 N (CH;)zCH-CHQ

Formiil 45 Formiil 46
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Formiil 47

Siibstitiie 3-hidroksi-1-okso-1H,5H-pirido[1,2-a] benzimidazol-4-karbonitril
tiirevlerinin S. aureus’a Karsi etKilerinin tanimlanmasindan sonra (Soliman ve ark.,
1984; Rida ve ark.,1988a), 1., 2., 3. konumlarda farkli siibstitiientleri tasiyan
pirido[1,2-a] benzimidazol-4-karbonitril tiirevleri sentezlenmistir ve bunlarin
antibakteriyal, antifungal aktiveteleri incelenmistir. Bilesikler arasinda, sadece
1-kloro-3-metilpirido[1,2-a] benzimidazol-4-karbonitril (Formiil 47), 16 pug/ml MIK
degeri ile S. aureus’a kars1 belirgin bir in vitro aktivite gostermistir. Ancak bu bilesik

E. coli’ ye kars1 inaktif bulunmustur (Rida ve ark., 1988b).

R
e
(0] R,
R:H 5 CH3 5 C2H5
R,=CHj;, CHs , C¢Hs , CH,-& , CH(CHj3), , n- C4Ho

Q  CHs Q Q
Rp= —C-N_ » —S , —C—CHyCl
CHy  {
Formiil 48

Pirido[1,2-a] benzimidazol halka sisteminin 3-OH ve N-5 konumunda farkl
siibstitiientleri tasiyan tiirevler (Formiil 48) sentezlenmistir. Antimikrobiyal etki
incelemeleri sonucunda, N-5 alkilasyonu ve 3-OH tosilasyonunun antimikrobiyal
aktivite kaybina neden oldugu ve sonucta serbest 3-OH ve 5-NH siibstitiientlerinin
genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. 3-OH
tiirevlerinin, S. aureus ve C. albicans’a kars1 3-5 pug/ml MIK degerleri ile referans
antibiyotiklerle kiyaslandiginda ¢ok iyi sonuclar verdigi belirtilmistir (Badawey,
1992).
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Oksikonazol ile yapisal olarak benzeyen bazi nitro-benzimidazol tiirevi
benziloksiimino bilesiklerinin C. tropicalis ve C. albicans’a karsi antimikotik
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu bilesikler ile ilgili yapi-etki iligkilerine (SAR)
yonelik calismalar, benzimidazol c¢ekirdeginin nitro gibi elektron cekici bir grup ile
siibstitiisyonunun biyolojik aktivite acisindan onemli oldugunu gostermistir (Garuti

ve ark., 1987).

5-N-Agil-2-(2-hidroksifenil) =~ benzimidazol  tiirevlerinin,  periodontal
rahatsizliklardan sorumlu Actinomycetes viscosus ve Bacteriodes gingivalis’e karsi
yiikksek diizeyde antibakteriyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Coburn ve ark.,
1987).

Benzimidazol halkasinin 1. konumunda triazol-5-tiyon, tiyadiazol ve
tiyazolin halka sistemlerini tagiyan tiirevleri antimikrobiyal acidan test edildiginde,
bu bilesiklerin S. aureus, E. coli ve C. albicans’a kars1 14-22 mm’lik inhibisyon zon
cap1 gosterdigi, fakat hicbirisinin referans bilesik Streptomisin ile kiyaslandiginda

S. aureus ve E. coli’ye kars1 daha istiin bir aktivite saglayamadig bildirilmistir

(Habib ve ark., 1989).
O
N COOH
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Formiil 49

Kinolon grubu kemoterapotiklerde, 6. ve 7. konumlarin siibstitiisyonunun
antibakteriyel aktiviteyi artirdigi bilinmektedir (Fujita, 1984). Ancak, kinolon
halkasinin 6. ya da 7. konumunda benzimidazol halka sistemini tasiyan izomerlerden
(Formiil 49) sadece 7 analogununun Shigella dysenteriae’ye kars1 333 pg/ml MiK
degeri ile zayif bir aktivite gosterdigi bildirilmistir (Brana ve ark., 1990).

7. Konumda aminobenzimidazol halkasi tasiyan sefalosporin tiirevlerinde
(Formiil 50), gram-pozitif ve baz1 gram-negatif mikroorganizmalara karsi

Sefotaksim ile karsilastirilabilir bir aktivite elde edilmistir (Jung ve ark., 1991).
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Formiil 50

Yeni dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzim inhibitorleri gelistirmek {iizere
yapilan bir c¢alismada, Trimetoprim ve Metotreksat gibi DHFR’nin giiclii
inhibitorlerinde yer alan 2,4-diaminopirimidin yapisina analog olarak, 2,4-diamino-
6-benzilbenzimidazol (Formiil 51) ve bunun indol analoglar1 veya bunlarin daha
kompleks tri ya da tetrasiklik tiirevleri sentezlenmis, ancak yapilan incelemeler
sonucunda bu bilesiklerin istenilen etki diizeyini saglayamadiklart bildirilmistir
(Ohemeng ve Roth, 1991).

NH

N

H,N—
N
N Ph

Formiil 51

Benzimidazol halkasinin 2. konumunda, tiyenil (Merck ve ark., 1966), furil
(Fujimoto, 1967), pirazinil (Foks ve Mieczyslaw, 1978), piridil (Hisano ve ark.,
1982), kinazolinil (Rida ve ark., 1986c), dihidropirolil (Rida ve ark., 1986c) ve
tiyazolidinil (Rida ve ark., 1986b) gibi halka sistemlerini tasiyan bilesiklerin
antifungal ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi bildirilmektedir. 2. konumda
triazin ya da barbitiirat halkalarim tasiyan benzimidazollerin ise in vitro E. coli,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve C. albicans’a karsi inaktif

olduklar belirtilmistir (Badawey ve ark., 1991).

F N>;7: © R = H, Me, BOC (Butoksikarbonil)
R, = Etil veya siklopropil

N | R,=H, OH, NH,, NHBOC, NMeBOC, N(Me),

Formiil 52
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Nalidiksik asit ve fluorokinonlara alternatif olarak pirimido[1,6-
a]benzimidazol yapisinda yeni bir simf potent DNA-giraz inhibitorii bilesik
sentezlenmistir (Formiil 52). Bu bilesiklerin Norfloksazin ya da Fleroksazin gibi
giicli DNA-giraz inhibitorlerinden daha az potent oldugu bildirilmekle birlikte
aragtirmacilar, bu yeni siif DNA-giraz inhibitorlerinin etki mekanizmasinin
aydinlatilmasi icin daha ileri ¢calismalara ihtiya¢ oldugunu ve bdylece daha da potent

tiirevlerin bulunabilecegini bildirmislerdir (Hubschwerlen ve ark., 1992).

X N X =H,Cl
\©: N Y Y = OH, OCH;, NH,, NHOH, OC,H;

N
H

Formiil 53

1H-benzimidazol-2-propanoik asit tiirevi bir seri bilesik (Formiil 53)
sentezlenip, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir. Benzimidazol
halkasinin 2.ve 5. konumlarindan farkli siibstitiisyonlar1 takiben yapilan etki
incelemeleri sonucunda, 2. konumda ester oldugunda etil yerine metil siibstitiientinin
etkiyi artirdigi, 5. konumdaki klor mevcudiyetinde ise etkinin azaldigi bildirilmistir.
Bilesikler arasinda N-hidroksi-3-(1H-benzimidazol-2-il)-propionamid’in, C. albicans
ve C. tropicalis’e kars1 6nemli bir aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ancak bilesiklerin

hicbirinin Ketokonazolden iistiin olmadig1 belirtilmektedir (Giines ve Cosar, 1992).

XR,
Rl = C6H13s C8H17

Nt
\> CI R2: C2H5, C4H9, C6HISa C8H17a Cl()HZIa CIZHZSa C14H29, C16H33
N X=S,0
|

R+
Formiil 54

3-alkoksimetil-1-etil-, 3-alkiltiyometil-1-etil-, 3-alkoksimetil-1-butil- ve
3-alkiltiyometil-1-butilbenzimidazolium kloriir yapisinda bir seri bilesik sentezlenip,
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve 3-dodesiltiyometil-1-etilbenzimidazolium
kloriir’iin en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir (Pernak ve ark.,
1993). Aymi arastirmaci grubu (Pernak ve ark., 1994), yukarida genel formiilleri

verilen (Formiil 54) 1-hekzil ve 1-oktil benzimidazol tiirevlerini sentezleyerek,
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bakteri ve funguslara karsi aktivitelerini test etmisler ve oktiltiyometil ve
desiloksimetil gruplarin1 tasiyan kloriir analoglarinda en iyi antibakteriyel

aktiviteyi gozlemislerdir.

Diger bir calismada, kuaterner amonyum bilesiklerinin antimikrobiyal
ozelliklerinden hareketle sentezlenen yeni 1-benzilbenzimidazolium kloriir
bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Yapilan QSAR caligsmasi
sonucunda, MIK degerlerinin kuaterner azot atomundaki siibstitiientlerin ¢esidine ve
biiyiikliigiine bagl oldugu, en uygun alkilin ise 9-12 arasinda karbon atomu icerdigi
ve bilesiklerin hidrofobikligi ile antimikrobiyal aktivitenin arttigi bildirilmistir

(Pernak ve ark., 1997).

Bir baska calismada, sentezlenen bilesikler arasinda N,N'-bis[3-(1-alkoksi
metil)piridinyum kloriir] metilendiamin, 1-undesikloksimetil-3-(1-benzimidazol
metilamino)piridinyum, 1-undesikloksimetil- ve 1-dodesikloksimetil-3-
[1(benzotriazol-1-il)metilamino] piridinyum kloriir’tin, benzalkonyum kloriir’iin
aktivitesine benzer genis bir antibakteriyel spektruma ve giicli bir aktiviteye sahip
olduklar1 bildirilmistir. Molekiilde iki kuaterner amonyum pargasina sahip
bilesiklerin bakteri ve mantarlara kars1 giiclii aktiviteye sahip olduklari, molekiiliinde
4 veya 5 azot atomu tasiyan ve molekiil agirligi 445°den daha yiiksek olan

piridinyum tuzlarinin ise potent biosidler oldugu belirtilmektedir (Pernak ve ark.,

2001).
O,N N 0,
\>—CH=N-O-CH2®N
N

CH,
R =H, 4-Cl, 2,4-Cl, 4-F

Formiil 55

Antimikotik aktiviteye sahip S5-nitro-benzimidazol (Formiil 55) ve indol
tirevi bilesikler sentezlenip, Salmonella typhimurium’un iki farkh tiirii iizerinde

genotoksisiteleri aragtirnlmistir. Kimyasal yapi ile mutajenik aktivite arasindaki iligki
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incelediginde, yiiksek mutajenik aktivite i¢in oksim grubuna baglh fenil halkasinda
nitro grubunun gerektigi, buna karsilik halojenlerin ise olmamas1 gerektigi
bildirilmistir. Ayrica bakteriyal enzim sistemleri tarafindan yapilan metabolizmanin,
genotoksisitesinin  belirmesinde ©Onemli oldugu ve bu tiirevlerin mutajenik
aktivitesinin, klasik bakteriyal nitrorediiktaz enzimi ile aktivasyona bagli oldugu da
bildirilmistir. N-1 konumunda yer alan benzil grubunda siibstitiient tagimayan tiirev,
oldukga etkili olarak bildirilmekle birlikte, tiirevlerin yeterince selektif ve giivenli

olmadiklar1 da belirtilmektedir (Hrelia ve ark.,1993).

3 oz
N N NO,
OO CL e
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Formiil 56a Formiil 56b
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Formiil 56¢

Benzimidazol, benzotiyazol ve imidazol yapisinda bilesikler sentezlenip
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Benzotiyazol tiirevlerinin gram-pozitif
bakterilere kars1 cok etkili oldugu bildirilmekle birlikte, yukarida formiilleri verilen
(Formiil 56a-c) bazi benzimidazol tiirevleri gram-pozitif bakterilerden S. aureus ve
Enterococcus faecalis’e kars1 onemli antibakteriyel aktivite gosterirken, bilesiklerin
hicbirisinde gram-negatif bakterilere karst Onemli bir etki bulunamamistir.
Arastirmacilar, bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesinin bakteri hiicre duvar1 yapisi

ile ilgili olabilecegini de vurgulamislardir (Kiigiikbay ve ark., 1995).

CH,CH,Ph CH,CH,Ph
N N
/ESe /ETe
) )
CH,CH, CH,CH,
Formiil 57 Formiil 58
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Formiil 59

Benzimidazol tiirevi bazi yeni bilesikler sentezlenip, antimikrobiyal
aktiviteleri incelenmistir. Selenyum tasiyan bilesik (Formiil 57), 50 pg/ml MIK
degeri ile gram-pozitif bakterilerden S. aureus ve Enterococcus faecalis’e karsi en
etkili; yapisinda tellurium tasiyan bilesik (Formiil 58) 50 pg/ml MIK degeri ile gram-
negatif bakterilerden E. coli ve P. aeruginosa’ya kars1 tek etkili bilesik; spiro yapisi
tastyan bilesik (Formiil 59) ise 50 ug/ml MIK degeri ile C. albicans ve
C. tropicalis’e kars1 en etkili bilesik olarak bulunmustur (Kiigiikbay ve ark., 2003).

CHa
}*“*
pais
R
R =H, CH;, NO,
Formiil 60

Kuaterner amonyum bilesiklerinin potent antimikrobiyal ve antifungal
aktivitelere sahip oldugu pek c¢ok literatiirde yer almaktadir (Okazaki ve ark., 1997).
Oh ve arkadaslar1 (1995) da, tiyazolo [3,2-a] benzimidazol yapisi tagiyan 1B-metil
karbapenem analoglarindan 6zellikle kuaterner amonyum grubu tasiyan tiirevlerde
(Formiil 60) E. coli ve Enterobacter cloacae’ye Kkars1 aktivitenin arttigini
bildirmiglerdir. Nitro grubu tasiyan tiirevlerde ise antibakteriyel aktivitenin hem
gram-pozitif, hem de gram-negatif bakterilere karsi azaldigi bildirilmistir. Ayrica,
siibstitiientin bazisitesinin aktiviteyi énemli 6lciide etkiledigi de belirtilmistir (Kim

ve ark., 1989).

Bagka bir caligmada, 2-(4-metilpiperidin-1-il)metil-5(6)-kloro-1 H-

benzimidazoliin orta siddette antimikrobiyal ve antifungal aktivite gosterdigi ve bu
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molekiil iizerinden hazirlanan N'-suibstitiie tiirevlerde ise aktivitenin bir miktar daha

arttig bildirilmistir (Goker ve Kus, 1995).

R1 = H, Cl, CH3, N02
Rz = H, OCH3, CH3
R3 = H, Cl, BI', F, CH3, OCH3, OC2H5,C2H5, NOz, C(CH;);
Z =CH, N
n=0,1
Formiil 61

Daha Once antibakteriyel aktiviteleri test edilmis bir seri benzimidazol
(Formiil 61) ve imidazopiridin tiirevleri iizerinde yapilan yapi-etki caligmalar
sonucunda, S. aureus ve B. subtilis’e kars1 olan aktivitenin, R3 konumunda lipofilik
siibstitiientler ile arttig1 ve ideal lipofilik karakterin (log P) 4.9 civarinda oldugu
bildirilmistir. Ayrica, elektron cekici siibstitiientlerin etkiyi azalttii; R3 konumunda
hacimli gruplar oldugunda E. coli’ye kars1 olan aktivitenin arttig1; bilesikler metilen
grubuna sahip oldugunda B. subtilis’e kars1 olan aktivitenin azaldigi; R, konumunda
daha az lipofilik karakterde siibstitiientler yer aldiginda ise P. aeruginosa’ya karsi
biyolojik aktivitenin daha da artt1§1 bildirilmistir (Ozden ve ark., 1995; Ertepinar ve
ark., 1995).

R 1
|
N
)—(CHz)n—NC}CHs
R N
0,1
5

(6)H, 5(6)Cl, 5-Cl, 5(6)CHs;, 5(6)COOMe,(5H- 6Cl) veya (5-Cl; 6-H),
(5-H; 6-Me), veya (5-Me; 6-H)
Rl = H, CH2'®, CH2-®(P)F, CHz-Q(m) -Cl, CHz-Q-(p) —Cl

n
R

Formiil 62

Benzimidazol halkasinin 2. konumda piperidin halkast tasiyan bir seri
bilesik sentezlenip, bunlarin antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri incelenmistir.
Bu tiirevler (Formiil 62) icerisinde n=0, R=H ve R; = CH;J veya R;= CH,J -
(p)-F olan tiirevlerin, Ketokonazol kadar aktif olmamakla birlikte, 12.5 pg/ml MIiK
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degerleri ile C. albicans’a karsi etkili oldugu bildirilmistir. Bu sonuglara gore, N'
atomunun, benzil veya p-fluorobenzil gruplan ile siibstitiisyonunun antifungal
aktiviteyi artirdigi, iki heterosiklik halka arasindaki metilen zincirinin ise antifungal
aktivitenin azalmasina neden oldugu ve aymi zamanda benzimidazoliin 5(6).
konumundaki klor atomunun bu seri bilesiklerde in vitro antifungal aktiviteyi

artirmadig1 da bildirilmistir (Kus ve ark., 1996).

R R, R'=Me, X=Se
N R, R =Et, X=S
©: Y=x R, R'=Et, X=Se
N R=Me, R'=Et, X=S
R R=Me, R'=Et, X=S
Formiil 63

16. grup elementleri (O, S, Se, Te) ve olefinlerden hareketle sentezlenen
benzimidazol ve imidazolidin iceren siklik iirelerin antimikrobiyal aktiviteleri test
edilmistir. Yukarnida formiilleri yer alan (Formiil 63) benzimidazol tiirevleri gram-
pozitif bakterilerden Enterococcus faecalis ve S. aureus’a karst 25-400 pg/ml
arasinda MIK degerleri gostermislerdir. Bilesiklerin higbirisi gram-negatif
bakterilerden E. coli ve P. aeruginosa’ya Xkarst antimikrobiyal aktivite

gostermemistir (Cetinkaya ve ark., 1996).

Diger bir calismada, 2-aril-4-hidroksipirido[ 1,2-a]benzimidazol ve 1-siibstitiie
3-arilpirazino[1,2-a]benzimidazol tiirevlerinde énemli bir antifungal ve antibakteriyel

aktiviteye rastlanmadig1 bildirilmistir (Demirayak ve Giiven, 1995; Demirayak ve

Mohsen, 1996).
N
-
N
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Formiil 64

Bir calismada, 1H-benzimidazol-2-il-amin ve 1-metil-1H-benzimidazol-2-il-
amin’in benzensiilfonil tiirevleri sentezlenip, antimikrobiyal, antifungal ve

genotoksik aktiviteleri test edilmistir. 2-aminobenzimidazoller N' atomundan 4-nitro

39



ya da 4-aminobenzensiilfonil ile siibstitiie edildiginde orta derecede bir antibakteriyel
aktivite gozlendigi bildirilmistir. Yapica siilfonamidleri andiran ve yukarida formiilii
verilmis olan bilesigin (Formiil 64), 25 pg/ml MIK degeri ile B. subtilis ve 200
ug/ml MiK degeri ile de S. aureus’a kars1 Siilfametoksazol (siras1 ile MIK degerleri
12 pg/ml ve 25 pg/ml) ile kiyaslanabilir oldugu ve Siilfanilamidden ise (sirasi ile
MIK degerleri 200 pg/ml ve >200 pg/ml) daha etkili oldugu bildirilmistir. Higbir
bilesik, 200 pg/ml’lik maksimum konsantrasyonda fungus ve gram-negatif
bakterilere kars1 aktivite gostermemistir. Bu bilesikler ile ilgili olarak yapilan QSAR
caligmasi sonucunda ise, 2-aminobenzimidazol tiirevlerinin metilasyonunun
genotoksisiteyi artirdigt ve buna paralel olarak da 1-metil-2-aminobenzimidazol
tiirevinin ise en yiiksek mutajenik potense sahip oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda,
2. konumdan amino grubunun siibstitiisyonu ile mutajenitede 6nemli bir azalma
oldugu, bununla beraber antibakteriyel aktivitenin de simirlandigi bildirilmistir

(Benvenuti ve ark., 1997).

R N\ R=CH3,0CH3,NO;
R,.HCI Ri=CHs, OCH3, NO,, CI
N //\
k Ro= N > ’ N\_/O > N(Et)2

Formiil 65

1-(Dialkilaminometil)-2-(p-siibstitiie fenil)-5-siibstitiie benzimidazol tiirevi
bilesikler sentezlenmis ve bu tiirevlerin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.
Yukarida genel formiilleri verilen (Formiil 65) tiirevler igerisinde,
1-(dietilaminometil)-2-(4-kloro-fenil)-5-nitro-benzimidazol hidrokloriiriin en iyi
aktiviteye sahip olmakla birlikte, sentezlenen bazi analoglarin da Streptomisin ile
kiyaslandiginda gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara kars1 esdeger ya

da daha fazla antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ersan ve ark., 1997a).

G50

CH
H R, R =H, OH, OCHjs;, OEt, Cl, NO,, NH-Ac
R, = H, OMet, OEt, Cl, NO,, H
R
Formiil 66
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Ayni arastirmaci grubu, 2-merkaptobenzimidazol tiirevlerinin oldukca iyi
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasindan (Rida ve ark., 1986b) hareketle, B-[(2-
benzimidazolil)tiyo]-B-benzoil stiren tiirevi bilesikleri (Formiil 66) sentezlemisler ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir (Ersan ve ark., 1997b). Sentezlenen
biitiin bilesiklerin, 12.5-50 pg/ml MIK degerleri ile, Ampisilin sodyum ve
Klotrimazol’den daha az olmakla birlikte gram-pozitif, gram-negatif bakterilere ve

funguslara kars1 etkili olduklarini bildirmislerdir.
Cl N
T
N
\\N

bo . HCl

Formiil 67

1,2,5-Trisiibsitiie benzimidazol tiirevlerinin antimikrobiyal ve antifungal
aktiviteleri incelendiginde, Formiil 67 ile verilen bilesigin, C. parapsilosis’e karst
referans bilesik Klotrimazolden daha yiiksek, C. albicans’a kars1 ise esdeger etki
gosterdigi bildirilmistir. Bu bilesigin gram-pozitif bakterilere karsi Gentamisin ve

Streptomisin’den daha etkili oldugu belirtilmistir (Uzunoglu ve ark., 1997).

N\>_ R R= CH3, C2H5
N N—N R, =n-C,Hy, C¢H;;, CH,CcHs, n-C5H;

I JNHR,

(@]
Formiil 68

Bir c¢alismada, benzimidazol tiirevlerinin genis bir biyolojik aktivite
spektrumu gostermesinden hareketle (Ife ve ark., 1989), bir seri oksadiazol-1-il-
benzimidazol tiirevi bilesik sentezlenmis ve yapilan antimikrobiyal incelemeler
sonucunda, 1. konumda oksadiazol halkasi tasiyan bilesiklerin (Formiil 68),
S. aureus ve E. coli’ye karsi orta derecede antibakteriyel aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Habib ve ark., 1997a). Aym arastirmaci grubu, 1. konumda triazolo
cekirdegi tastyan tiirevlerde yapmis olduklari incelemeler sonucunda, antimikrobiyal
aktiviteye rastlanmakla birlikte, bu aktivitenin standart olarak kullanilan

antibiyotiklerden daha iistiin olmadigim bildirmislerdir (Habib ve ark., 1997b).
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Bir bagka c¢alismada ise, sentezlenmis tiyazolil benzimidazol ve
benzimidazolil-tiyazolo[4,5-d]pirimidin  tirevlerinin in  vitro  antibakteriyel,
antifungal aktiviteleri incelenmistir. Test edilen bilesiklerin  Aspergillus niger
(MIK<50) ve Penicillium tiirlerine (MIK<50-<25 pg/ml) karsi oldukca etkili
olduklar bildirilmistir (Habib ve ark., 1997c¢).

Imidazol siibstitie dipeptid amid yapisindaki bilesiklerde, imidazol halka
sistemi benzimidazol gibi daha az bazik heterosiklik halkalar ile yer degistirildiginde,

antifungal aktivitede azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Devadas ve ark., 1997).

Onemli benzimidazoller arasindaki Tiyabendazol, Fuberidazol, Karbendazim,
Benomil, Mekarbenzid, Sipendazol'iin diisiik konsantrasyonda hiicre boliimiinii
inhibe ederek fungustatik, yiiksek dozlarda ise fungusid etkili olduklari bildirilmistir
(Berg ve ark., 1986).

Cryptococcus neoformans, AIDS’li hastalarda sistemik mikozise neden
olmaktadir. Bu hastaligin tedavisinde i.v. yolla kullanilan ve bilinen en toksik
antibiyotiklerden olan Amfoterisin B disinda fazla bir alternatif olmamasi nedeni ile
oral kullamima uygun ve toksik olmayan yeni anticriptococcal bilesiklere ihtiyag
vardir. Antihelmentik aktivitesi iyi bilinen ve halen piyasada da bulunabilen
benzimidazol tiirevlerinin (Berg ve ark., 1986) firsatc1 mantar C. neoformans’a karsi
etkisi, in vitro ortamda ve Amfoterisin B ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
C. neoformans, C-2 de karbamat yerine tiyazol halkasi tasiyan Tiyabendazole karst
direncli iken, ilk karbamat benzimidazol olan Parbendazole duyarli olarak
bildirilmistir. Fenbendazol (Formiil 69), test edilen bilesikler icerisinde en potent ve

etkisi Amfoterisin B’den iki kat daha fazla olarak bildirilmistir (Cruz ve ark., 1994).

Tiyabendazol ve Karbendazim’in kimyasal yapilar1 farkli olmasina ragmen
mitoz boliinmenin potent inhibitorleri olmalar1 nedeniyle, aktivite i¢in benzimidazol

halka sisteminin gerekli oldugu bildirilmistir (Davidse ve Flach, 1978).

G. lamblia, diyare salginlarinin baglica nedenidir. Metronidazol, Kinakrin ve

Furazolidon bu enfeksiyonun tedavisinde kullanilan baslica ilaglardir. Ancak mevcut
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yan etkileri, normal bagirsak florasini etkilemeleri, fazla absorbsiyonlari, intestinal
enfeksiyonlara kars1 etkilerinin sinirli olmas1 ve potent karsinojenezis etkileri nedeni
ile antihelmentik olarak etkinligi kanitlanmis olan Mebendazol, Tiyabendazol ve
Albendazol’iin (Formiil 69), G. lamblia’ya kars1 etkinligi incelenmistir (Edlind ve
ark.,1990). Mebendazol, bagirsaktan absorbe olmamasi nedeniyle intestinal
enfeksiyon tedavisi i¢in son derece uygundur. Ayn1 zamanda Mebendazol oldukga az
yan etkiye sahiptir ve normal bagirsak florasina kars1 etkisizdir. Albendazol kismi
olarak absorbe olur ve nonintestinal helment formlarina da etkilidir. Metronidazol ve
Kinakrin i¢in ICsy degerleri sirasi ile 1.5 pg/ml ve 0.2 pg/ml iken, arastirmacilarin
incelemeleri sonucunda Albendazol ICsy = 0.031 pg/ml ve Mebendazol ICsp = 0.045
pg/ml degerleri ile son derece yiiksek aktiviteye sahip olarak bulunmuslardir.
Albendazol ve Mebendazol, Metronidazolden 30-50 kez, Kinakrinden 30-40 kez
daha aktif bulunmustur. Tiyabendazol (1Csp = 3.9 pg/ml), bir nonkarbamat

benzimidazol olarak daha az aktif bulunmustur.

[I{ 1 R, R, R;
N e e e
/@: >/—R2 Benzimidazol -H -H -H
R N Benomyl -CONH(CH,):CH; -NHCO,CH, ‘H
Tiyabendazol -H -4-tiyazolil -H
Karbendazim -H -NHCO,CH; -H
Albendazol -H -NHCO,CH; -S(CH,),CHj;
Fenbendazol -H -NHCO,CH; - S-¢
Oksifendazol -H -NHCO,CH; -SO- ¢
Oksibendazol -H -NHCO,CH; -O(CH,), CH;
Mebendazol -H -NHCO,CH; -CO- ¢
Parbendazol -H -NHCO,CH; -(CH,);CH;
Formiil 69

P. carinii, AIDS gibi immun sistemin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan
hastaliklarda siklikla enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tedavide mevcut kullanilan
ilaglarin (Pentamidin ve Trimetoprim-Siilfametoksazol gibi) yan etkileri nedeniyle,
ozellikle AIDS hastalarinda, P. carinii pnomonisinin hem profilaksisi hem de

tedavisi icin yeni ilaglara gereksinim vardir. Benzimidazol tiirevlerinin, diger
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mikroorganizma mikrotubullerine kars1 etki gosterdiginin bilinmesi (Edlind ve ark.,
1990) ve bu tiirevlerin (Formiil 69) helmentlere karsi yiiksek inhibitor aktivite
gosterirken, memeli hiicrelerine karsi diisiik toksisiteli olmalar1 nedeni ile, bu
bilesikler P. carinii’ye kars1 test edilmistir. Test edilen ilaglar igerisinde
Parbendazol’in 0.1 pg/ml konsantrasyon ile en etkili tiirev oldugu ve
Tiyabendazol’iin ise ancak 10 pg/ml konsantrasyonda etki gosterdigi bildirilmistir.
Albendazol 0.5 pg/ml, diger bilesikler ise 1 pg/ml konsantrasyonda etkili
bulunmuglardir. 2. konumda karbamat tasimayan iki tiirevin (Benzimidazol ve
Tiyabendazol) diger tiirevlere gore 10 kat daha az etkili oldugu ve bilesikler
arasindaki etki siddeti farklihiginin ise 5. konumdaki siibstitiiente bagli oldugu

bildirilmistir (Bartlett ve ark., 1992).

Antihelmentik olarak yaygin kullanima sahip Albendazol’iin P. carinii’ye
kars1 etkisi incelenmistir. 300-600 pg/ml/giin doz ile tedavi edilmeyen kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, %90’dan fazla oranda P. carinii enfeksiyonunu tedavi ettigini
ve P. carinii pndmonisinin hem proflaksisi, hem de tedavisi i¢in 6nemli oldugu

bildirilmistir (Bartlett ve ark., 1994).

FaC N
Lo

N

H

Formiil 70

5. ve 6. Konumlarinda biyoizosterik siibstitiientler (-CI, -F, -CF;, -CN)
tasiyan  2-trifluorometil-1H-benzimidazol tiirevi 7 bilesik sentezlenmis ve
G. intestinalis, T. vaginalis, P. falciparum D6, P. falciparum W2’ye olan in vitro
antiprotozoal etkileri arastirilmistir. Bu tiirevler icerisinde Formiil 70 ile verilen
bilesigin 7. vaginalis’e karst olan etkinligi (ICsp = 0.232 pM), Albendazol
(IC50=3.390 puM)’den 14 kat daha fazla iken, Metronidazol (IC5=0.236 puM) ile
hemen hemen aymidir. Bu bilesigin G. intestinalis’e olan ICsop = 0.672 pM iken,
Albendazol icin 1Cs50=0.038 pM ve Metronidazol icin ICsp = 1.226 pM) olarak
bulunmustur. Antimalaryal aktiviteleri karsilastirildiginda, Formiil 70’de verilen
bilesik ve bu bilesigin 5(6) —Cl igeren tiirevi disindaki bilesiklerde aktivite

goriilmemistir (ICsp >20). Bu calismada, Formiil 70 ile verilen bilesik, P. falciparum

44



D6 icin ICsp = 5.98 uM ve P. falciparum W2 icin ICsp = 6.12 uM degeri ile en etkili
tirev olarak belirtilmistir. Standart olarak kullanilan Meflokin i¢in bu degerler,

sirasiyla 0.048 uM ve 0.028 uM’dir (Navarrete-Vazquez ve ark., 2006).

H5CO N O
T -
N
HsC  OCHj

Omeprazol

Formiil 71

Benzimidazol tiirevi bilesiklerden olan Albendazol, Tiyabendazol,
Mebendazol (Formiil 69) ve Albendazol’iin siilfon ve siilfoksit metabolitleri yani
sira, H'-K* ATPaz inhibitorii olan Omeprazol (Formiil 71)’iin P. falciparum 3D7’ye
olan in vitro antimalaryal etkisi arastirilmistir. Tiyabendazol, Mebendazol,
Albendazol siilfon ve Albendazol siilfoksit bilesiklerinin 1x10™ M konsantrasyonda
biiytime inhibasyon degerleri %13-36 arasinda degismektedir. Bu bilesiklerin
pH = 6.8, 7.4 ve 8.0 olan kiiltiirlerde inhibisyon konsantrasyonlar1 (ECsy ve ECop)
incelendiginde, Albendazoliin etkinligi pH’ya bagimlhi olarak degismektedir
(ECsp = etkisiz-2.10"° M; ECq, = etkisiz). Bu caligmadaki en etkili tiirev olan
Omeprazol i¢in ECsy = 2.10°- 4.10° M ve ECg = 5.10° - 8.10° M olarak
bulunmustur. Diger bilesiklerde aktivite goriilmemektedir. Standart olarak kullanilan
Kinin i¢in ECsp = 8.107 - 6.10® M ve ECoy =3.10® - 9.10® M, Klorokin igin
ECso = 5.107 - 7.10° M ve ECqp = 9.107 - 4.10® M olarak belirtilmistir (Skinner-
Adams ve ark., 1997).

2 R = H, OCH3, OCHF2
R 3 AN R 1 N R Rl = CH3, OCH3
| S ( R, = O(CH,);0CH;, OCH;, OCH,CF;
N N R;=H, CH;
H
Formiil 72

Benzimidazollerin siilfit analoglarinin (Formiil 72), proton pompasi inhibitorii
olarak in vitro Helicobacter spp.’e karsi selektif antibakteriyal aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Sjostrom ve ark., 1997).
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Formiil 73

Bagka bir calismada, 2-[[(2-piridil)metil]tiyo]-1H-benzimidazol tiirevlerinin
in vitro anti Helicobacter pylori bilesikler olarak yapi-aktivite iligkileri (SAR) ve
in vivo yararhliklarnt degerlendirilmistir. Piridinil halkasinin 4. pozisyonunda daha
lipofilik ve hacimli yapida siibstitiientlere sahip olan bilesiklerin genellikle daha
disik MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) degerlerine sahip olduklari
bildirilmistir. ~ Yapi-aktivite c¢alismalar1 sonucunda potent olarak bulunan
bilesiklerden biri (Formiil 73) in vivo Helicobacter felis ile enfekte farelerde test
edilmis, ancak bu modelde net bir antibakteriyel aktivite gbézlenmemistir. Bunun
yerine potent bir asit sekresyon inhibisyonu gézlenmistir. Bu bulgudan hareketle,
metil tiyo bilesiginin in vivo proton pompa inhibitdrii olan metil siilfinil tiirevine
okside oldugu ve bu yiizden yeni anti Helicobacter pylori terapotikleri gelistirmek
icin metabolik aktivasyonu Onleyecek yapisal degisiklik olmast gerektigi

bildirilmektedir (Kiihler ve ark., 1998).

L

{

R

R1 = H, Cl, CH3, NOQ, OCH3
R2 = H, Cl, BI', CH3, NOQ, NH2, OCH3, OC3H7
X=—,CH,
Y=—.,0
Formiil 74
Tiiberkiilostatik aktiviteleri onceden test edilmis (Giimiis ve ark., 1989) olan
2,5-disiibstitiie benzimidazol tiirevleri (Formiil 74) {iizerinde yapilan yapi-etki
calismalar1 sonucunda, R, konumunda hacimli siibstitiientler oldugunda inhibitor
aktivitenin artti1, bununla birlikte R; konumunda elektron cekici siibstitiientler yer

aldiginda ise, bu 6zelligin inhibitdr etki siddetinin artmasina katkida bulundugu

bildirilmistir (Geban ve Ark., 1996).
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Formiil 75

3-formil kromonlar ile aktif metil grubu tasiyan 2-metilbenzimidazol,
2-metilbenzotiyazol ve 3—(R2—CH2—)—2—metilbenzotiyazolium halojeniir tiirevlerinin
kondensasyonu sonucu elde edilen bilesiklerin antimikobakteriyel aktiviteleri
Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium fortuitum’a karsi test edilmistir.
Formiil 75 ile gosterilen benzimidazol tiirevinin referans, bilesik Izoniazit’ten daha
iyi olmamakla birlikte 0.6x10™* M’lik MIK degeri ile etkili oldugu bildirilmistir

(Gasparova ve Lacova, 1997).

1.4. Amidin Grubu Iceren Benzimidazol ve Bis-benzimidazol Tiirevi

Bilesiklerin Antiparazit ve Antimikrobiyal Etkileri

Amidin grubu tasiyan bis-benzimidazol tiirevi bir seri bilesik sentezlenmis ve cesitli
mikroorganizmalara olan etkileri arastinlmistir (Tablo 4). Dikatyonik bis-
benzimidazol tiirevi olan 9 bilesigin Giardia lamblia WB (ATCC 30957)’ye olan in
vitro 1Csop uM ve Giardia lamblia topoizomeraz II enzim inhibisyon degerleri ICsg
uM Tablo 4’de verilmektedir. Benzimidazoller arasindaki alkil zincirindeki karbon
sayist 2 oldugunda aktivite yiiksek iken, 3 ve 4 karbon zinciri tasiyan tiirevlerde
aktivite dismekteyse de, bu tiirevler metil kopriisii bulunan bilesik 1 ve bilesik 2’den
daha aktifdir. Bilesik 5 [trans-1,2-bis( 5-amidino-2-benzimidazol)eten], ICsy = 0.04
UM degeri ile en aktif tiirev olurken; bilesik 3, 4 ve 5 tedavide kullanilan
Metronidazol ve Kinakrin ile karsilastirilabilir Olciide etkili bulunmustur. Bu
bilesiklerin in vitro antigiardial aktiviteleri ile giardial topoizomeraz II enzim
inhibisyon degerleri arasinda giiclii bir korelasyon bulunmaktadir (r* = 0.91). Bu
bilesiklerin sigir timus DNA’s1, poly(dA)-Poly(dT) ve poly(dA-dT)-poly(dA-dT)’ye
olan baglanma afiniteleri ile topoizomeraz inhibisyon degerleri arasinda (sirasi ile
> =0.88, r* =0.84, 1 =0.90) giiclii korelasyonlar oldugu, poly(dG-dC)-poly(dG-

dC)’ye baglanma afinitesi arasinda ise bir korelasyon bulunmadigi * = 0.14)
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belirtilmistir. Dikatyonik siibstitiie bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin in vitro
antigiardial ~aktivitelerinin muhtemel etki mekanizmasinin aciklanmasinda
topoizomeraz Il enzim inhibisyonu yapmalar1 ve/veya DNA’ya baglanma afiniteleri

onemli bir yer tutmaktadir (Bell ve ark., 1993).

X Y
Y N N Y 1 | CH, | Amd
\©: \>—x—</ :©/ 2 CH, im
N N 3 (CH,), | Amd
H H 4 | (CHy), | im
H § 5 | CH=CH | Amd
e _ 6 (CH2)3 Amd
Amd C\NH2 Im _<\Nj 7 (CH,); im
8 (CH2)4 Amd
9 (CH2)4 im
10 | (CHys | Amd
Giardia lamblia Pneumocystis Candida Cryptococcus
1C5o uM carinii albicans neoformans
Bilesik in vitro | Topoizo- Doz MiKg, | MFK | MiKsg, MFK
aktivite | meraz I mg/kg | OHD* (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml)
Amfoterisin B 1.0 TE 1.0 TE
Flukonazol 0.25 AD 2.0 AD
Pentamidin 10 1.2 0.78 | 1.56 | 3.12 6.25
5 1.7

Metronidazol 1.1
Kinakrin HC1 | (.05

1 307 520 10 0.6 >100 | TE | >100 TE
2 105 630 10 0.8 >100 | >100 | 100 >100
3 0.33 4 10 0.7 12.5 50 6.25 25
4 0.21 0.7 5 0.6 100 | >100 | 25 50
5 0.04 0.1 5 1.5 6.25 | 12.5 | 1.56 3.12
6 325 60 10 3 >100 | >100 | 50 TE
7 49.5 10 10 14

8 8.15 2 10 0.6

9 14.5 6 10 0.5 >100 | >100 | >100 | >100
10 5 2.1

OHD: Ortalama Histolojik Deger

Tablo 4. Amidin grubu tasiyan bis-benzimidazol tiirevi bazi bilesiklerin cesitli
mikroorganizmalara olan etkileri.

Dikatyonik bis-benzimidazol tiirevi 10 bilesik i.v. yolla sicanlara verilerek,
PCP’e olan etkileri in vivo olarak arastirllmig ve etki sonuglar1 Ortalama Histolojik
Deger (OHD) olarak Tablo 4’de verilmistir. Bilesik 9, 1,4-bis[5-(2-imidazolinil)-2-
benzimidazolil]biitan, en etkili tiirev olmasinin yan sira toksik 6zellik gostermemesi

sebebiyle dikkat ¢ekici bulunmustur. 5 mg/kg/giin i.v. uygulamada OHD degeri 0.7,
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2.5 mg/kg/giin, i.v. uygulamadaki OHD degeri ise 1.5 bulunurken, oral olarak da
etkili oldugu (25 mg/kg/giin oral dozda OHD=2), buna karsin Pentamidin bilesiginin
40mg/kg/giin oral dozda bile aktivite gostermedigi bildirilmistir. Bu bilesiklerin
in vitro DNA’ya baglanma afiniteleri ile in vivo antipneumosistik etkileri arasinda

kantitatif bir iliski olmadig1 tespit edilmistir (Tidwell ve ark., 1993).

Tablo 4’deki 9 bilesik ve 10 numarali bilesik yerine bilesik 5’in
isopropilamidin tiirevini iceren seri lizerinde yapilan calismada, bu bilesiklerin
P. carinii’den elde edilen Topoizomeraz I ve Topoizomeraz II enzim inhibisyon
degerleri ile P. carinii’e olan antiparazitik etkileri arasinda beklenildigi gibi bir
korelasyon bulunamamustir. Yine de biyolojik olarak yiiksek aktivite gosteren bis-
benzimidazol tiirevi bilesiklerin bu enzimleri sigir timus DNA topoizomeraz I ve 11
enzimlerine oranla yiiksek secicilikle inhibe ettikleri tespit edilmistir. Bu veriler goz
oniinde tutularak, biyolojik aktif bis-benzimidazoller i¢in topoizomerazlarin birincil
hedef olmayip DNA’ya bagimhi enzimlerin hedef olabilecegi, ilac metabolizmasinin
ve dokulardaki dagiliminin in vitro enzim inhibisyon degerleri ile in vivo etki
sonuclar1 arasinda korelasyon kurulmasini zorlastirdigi ya da imkansiz hale getirdigi

gibi olas1 aciklamalar yapilabilecegi sonucuna varilmistir (Dykstra ve ark., 1994).

Dikatyonik bis-benzimidazol tiirevi 7 bilesigin Candida albicans A39 ve
Cryptococcus neoformans var. neoformans H99’a olan etkilerine bakildiginda (Tablo
4), alkil zinciri tasiyan tiirevlerin diisiik antifungal aktivite gosterdikleri, eten zinciri
tagiyan tiirevin digerlerine gore daha yiiksek antifungal aktivite gosterdigi

bildirilmistir (Del Poeta ve ark., 1998).

5-Amidino-2-benzimidazolil grubunun, furan, pirol, N-metilpirol ve tiyofenin
2. ve 5. konumlarina baglandig tiirevlerin Candida albicans A39 ve Cryptococcus
neoformans var. neoformans H99’a olan etkileri arastirilmis ve sonuclar Tablo 5°de
verilmistir. Bilesik 1’deki amidin gruplar1 yerine imidazolin-2-il, isopropilamidino,
siklotentilamidino getirildiginde, antifungal aktivite cesitli diizeylerde diigmektedir.
Bilesik 1 ve furan halkasi yerine pirol tasiyan bilesik 5, her iki mikroorganizmaya da
benzer antifungal aktivite gostermektedir. Bilesik 5°teki amidin grubu yerine

imidazolin-2-il getirildiginde (bilesik 6), aktivitede herhangi bir degisiklik olmazken,

49



isopropilamidino ve siklopentilamidino tasiyan tiirevlerde aktivite diismiistiir. Pirol
azotundaki hidrojenin yerine metil getirilmesi, bilesik 9°da C. albicans’a olan
fungusidal etkiyi azaltirken, diger etki degerleri aym1 kalmistir. Siklopentilamidino
tiirevi olan N-metilpirol kopriisii tasiyan bilesik 11°de C. albicans'a kars1 antifungal
aktivite diiserken, C. neoformans'a kars1 0.19 pg/ml olan MiKg, degeri ile bu bilesik
en etkili tiirevlerden biri olmustur. Tiyofen analogu olan ve isopropilamidino grubu
iceren bilesik 12, C. albicans’a kars1 0.78 ug/ml olan MiKg, ve MFK degeri ile furan
(bilesik 3, MiKgy = >100 ) ve pirol (bilesik 7, MiKg, = 50) izosterlerine gore cok
yilksek antifungal aktivite gostermekte ve C. neoformans’a kars1 0.19 MiKg ve

MFK degeri ile en etkili tiirev olmaktadir (Del Poeta ve ark., 1998).

Y- N N Y
]\
-1y

N N
H H
NH § N—< N~C]
Amd =—C im= —( j isoprAmd =_Ci/ siklopentAmd :—d/
NH, N NH, NH,
Candida Cryptococcus Leishmania
albicans neoformans donovani
MiKg, | MFK | MiKqg, MFK ICso
Bilesik X Y (Lg/ml) | (ug/m) | (ug/ml) | (ug/ml) uM
Amfoterisin B 1.0 TE 1.0 TE
Flukonazol 0.25 AD 2.0 AD
Pentamidin 0.78 1.56 3.12 6.25 2.59+0.54

1 (0] Amd 0.78 | 0.78 0.78 3.12 |>100
2 (¢} Im 1.56 1.56 1.56 3.12 |>100
3 0 isoprAmd >100 TE 6.25 50 >100
4 (0] siklopentAmd | 12.5 | >100 1.56 >12.5 |18.24+0.31
5 NH Amd 0.78 | 0.78 0.78 0.78
6 NH Im 0.78 | 0.78 | 0.78 0.78
7 NH isoprAmd 50 TE 6.25 25
8 NH | siklopentAmd | 6.25 50 1.56 6.25
9 NCH; Amd 0.78 | 6.25 0.78 0.78
10 NCH; Im 1.56 | 3.12 | 0.78 1.56
11 NCH; | siklopentAmd | 3.12 | >25 0.19 >1.56
12 S isoprAmd 0.78 | 0.78 0.19 0.19

Tablo 5. 5-Amidino-2-benzimidazolil grubunun, furan, pirol, N-metilpirol ve tiyofen’in
2. ve 5. konumlarina baglandig1 tiirevlerin Candida albicans A39 ve Cryptococcus
neoformans var. neoformans H99’a olan etkileri.
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Leishmania donovani’ye karsi in vitro etkileri degerlendirildiginde, bilesik 1,
2 ve 3 icin ICsp = >100 uM iken, bilesik 4 orta diizeyde antileishmanial aktivite
(ICs5p = 18.24 £ 0.31 pM) gostermektedir. Pentamidin (ICsy = 2.59 £ 0.54 pM) ve
Furamidine (ICsp = 2.76 £ 0.60 uM) gore antileishmanial aktivite olduk¢a diisiiktiir
(Brendle ve ark., 2002).

Furan kopriisii iceren bilesik 1, izopropilamidino tiirevi olan bilesik 3 ve
siklopentilamidino tiirevi olan bilesik 4’lin P. carinii’e olan ve in vivo sican modeli
ile elde edilen akciger dokusundaki gram basma diisen kist sayis1 yiizdelerinin
degerlendirilmesiyle elde edilen aktivite sonuclar1 karsilastirildiginda, bilesik 3’iin
Pentamidin ve diger iki tiireve gore daha etkili oldugu bildirilmistir (Hopkins ve ark.,

1998).

Y- N
-0
N @)
H
e N N v~
Amd =—C im= —( j isoprAmd =—G
N

siklopentAmd :—C:'

NH; NH; NH»
Candida Cryptococcus
albicans neoformans Pneumocystis carinii
MiKg, | MFK | MiKg, | MFK Doz Akcigerde
Bilesik Y (ng/ml) | (ug/m) | (ug/ml) | (ug/ml) | (Lmol/kg/giin) Kist/g
% kontrol
Amfoterisin B 1.0 TE 1.0 TE
Flukonazol 0.25 AD 2.0 AD
Pentamidin 0.78 1.56 | 3.12 | 6.25 22 1.82+0.38
1 Amd 3.12 312 | 3.12 | 3.12 5 50.98+11.95
2 Im 312 | 50 | 1.56 | 6.25
3 isoprAmd >100 TE 12.5 100 10 0.13£0.04
4 siklopentAmd | >100 TE 12.5 25 2.5 0.82+0.42

Tablo 6. Furan halkasinin 2. konumunda 5-(N-siibstitiieamidino) benzimidazol-2-il,
5. konumunda ise 4-(N-siibstitiieamidino) fenil iceren tiirevlerin C. albicans A39 ve
C. neoformans var. neoformans H99’a olan etkileri.

Furan halkasinin 2. konumunda 5-(N-siibstitiieamidino) benzimidazol-2-il,
5. konumunda ise 4-(N-siibstitileamidino) fenil iceren tiirevler iizerinde yapilan
in vitro ¢alismada, bu tiirevlerden bilesik 1 ve bilesik 2’nin C. albicans A39 ve

C. neoformans var. neoformans H99’a karsi en yiiksek aktivite gosteren tiirevler

51



oldugu tespit edilmistir. Bilesik 1’deki amidin grubu yerine isopropilamidin
(bilesik 3) veya siklopentilamidin (bilesik 4) gruplarn getirildiginde, her iki
mikroorganizmaya karsit olan aktivitenin diistiigii, imidazol halkas1 getirildiginde
(bilesik 2) ise, C. albicans’a olan aktivite degerlerinden MiKsy’in degismedigi, MFK
degerinin ise 3.12’den 50 pg/ml’ye ciktigi, C. neoformans’a olan MiKgy degerinin
3.12’den 1.56 pg/ml’ye azaldigi, MFK degerinin ise 3.12°den 6.25 pg/ml’a
yiikseldigi Tablo 6’da goriilmektedir. Bilesik 2, C. neoformans’a kars1 Flukonazol ve
Pentamidinden daha etkili, Amfoterisin B’den daha az etkilidir (Del Poeta ve ark.,
1998). Bilesik 1, 3 ve 4’tin P. carinii’ye olan etkileri, immiin sistemi baskilanmig
sicanlar iizerinde in vivo olarak arastirllmis ve akciger dokusundaki kist yiizdesine
gore (kist/g) degerlendirilmistir. Bilesik 3 ve 4, Pentamidine gore daha diisiik dozda
uygulanmalarina ragmen, daha yiiksek aktiviteye sahiptir. Bilesik 3, Bilesik 4’den
daha az toksik 6zellik gostermektedir (Hopkins ve ark., 1998).

Dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevi 9 bilesik sentezlenmis, Trypanosoma
brucei rhodesiense STIB900 ve Plasmodium falciparum K1’kars1 in vitro etkileri
aragtiritlmistir. Ayrica bu bilesiklerden sekizinin 7. b. rhodesiense STIB900’e olan
etkileri, akut Afrika Tripanosomiazisi icin yapilan STIB900 fare modeli ile i.p. yol
ile in vivo olarak yapilarak yasam siireleri acisindan degerlendirilmistir. 8 Bilesige ait
in vitro velveya in vivo etki sonuglarn ve bu bilesiklerin DNA’ya baglanma
afiniteleri, poly(dA.dT), i¢in tespit edilen ATm degerleri Tablo 7’de verilmistir.
In vitro antitripanosomal aktivite acisindan bilesik 6 (DB911) (ICso = 4.4 nM) en
etkili tiirevdir ve Furamidin ile hemen hemen aym ICsy degerine sahiptir.
Pentamidine gore ise daha diisiik aktivite gostermektedir. Bilesik 6 icin ATm degeri
25.6 olarak tespit edilmistir. Bu bilesikteki 1,3-fenilen iinitesi yerine 2,5-furan iinitesi
tagiyan tiirevde bu deger 24.6’dir ve DNA’ya baglanma afinitesi agisindan 6nemli bir
fark olmamasina ragmen, antiparazitik aktivite degeri onemli dl¢iide degismektedir.
Bilesik 1°deki amidin grubu para konumu yerine meta konumuna getirilmesiyle elde
edilen bilesik 2’de, antitripanosomal aktivitede Onemli oranda azalma meydana
gelmektedir ve buna paralel olarak, amidin grubu para konumunda iken DNA’ya
baglanma affinitesi mefa konumundaki bilesige gore daha yiiksektir. R, konumunda

-OCHj3; bulunan bilesik 5 ve 7°de ATm degeri 6nemli 6l¢iide diismektedir. Afinitedeki

52



bu azalmanin, triaril sistemdeki torsiyon agisindaki degisme sonucunda, aril halka
sistemi ile minor kavite arasindaki Van der Waals etkilesiminin zayiflamasindan
kaynaklandigi ihtimali iizerinde durulmaktadir. Buna karsin, -OH grubunu R,
konumunda iceren bilesik 4 ve R, konumunda igeren bilesik 1’de, DNA afinitesinde
onemli sayilabilecek bir diisiis meydana gelmemis; bunun sebebi olarak -OH
grubunun kiiciik boyutlu olmasi ve/veya -OH grubu ile benzimidazol azotu arasinda
hidrojen bagi olusumundan kaynaklanabilecegi iizerinde durulmustur. R, konumunda
-OH, R; konumunda -OCHj3; bulunan bilesik 3’te ATm degerinde biraz diisme
meydana gelmis, bu azalmada -OCHj; grubunun torsiyon acisindaki donmeyi
desteklemesinin etkili olabilecegi bildirilmistir. Bilesik 5 ve bilesik 6’daki terminal
fenil grubunun piridil ile degistirilmesiyle elde edilen bilesik 7 ve bilesik 8’de, DNA
baglanma afinitesinde ©nemli bir degisiklik meydana gelmemistirr. DNA’ya
baglanma afinitesi ile antiparazitik etki arasinda dogrudan bir korelasyon
olmamasina ragmen, DNA’ya baglanma afinitesi yiiksek bilesiklerin 1iyi
antiprotozoal aktivite gostermesi, antiprotozoal aktivite icin DNA baglanma

afinitesinin esik bir 6zellik oldugu hipotezini desteklemektedir.

In vivo antitripanosomal aktivite agisindan degerlendirme yapildiginda, 8
diamidin tiirevi bilesikten 5’inin (bilesik 3, 4, 6, 7, 8) cok iyi tedavi edici aktivite
gosterdigi, 20mg/kg ve/veya daha diisiik dozda i.p. uygulama yapilan dort fareden ti¢
ve daha fazlasinda iyilesme goriildiigii gozlenmistir. Ozellikle bilesik 6 (DB911), 7
ve 8 diisiik dozda (5 ya da 10 mg/kg) in vivo olarak prototip olan dikatyonik
bilesiklere gore (Furamidin ve Tablo 6’da bilesik 1) yiiksek etkinlik gostermektedir.
Bu bilesiklerin diger hayvan modelleriyle antitripanosomal etkilerinin arastirilmasina

ihtiyag¢ vardir.

P. falciparum'a olan in vitro antimalaryal etki acisindan degerlendirme
yapildiginda, bilesik 6 (DB911)’nin 27.5nM ICsq degeri ile iyi aktivite gosterdigi,
bilesik 1'in 2.1 nM ICs, degeri ile bu ¢alismadaki en etkili tiirev oldugu bildirilmistir
(Ismail ve ark., 2004).
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R
N\ X N
NH Ry | P A
HoN NH;
A=
NH NH
P.f | T. b. rhodesiense
in vitro in vivo
IC5y nM STIB900 fare modeli
doz yasam
Bilesik X | R R, R; A | AT, mg/kg tedavi' | siiresi®
Pentamidin 12.664.2| 2.8 20 0/4 42.75
Furamidin 25 | 15.5] 4.5 20 0/4 52.5
Tablo 6'da 24.6| 96 | 122 | 20 /4 | >27.75
bilesik 1
1 CH| H OH H p- |253] 21 | 27 20 0/4 35.25
2 CH| H OH H m- | 189|343 | 214 Test Edilmemistir.
3 CH| H OH | OMe | p- [204| 131 | 31 20 3/4 >58
4 CH | OH H H p- 253|131 | 17 20 4/4 >60
5 2/4 46.5
5 CH| H | OMe H p- | 13.7| 40 | 54 20 2/4 >56.5
6 CH| H H H p- |25.6|27.5| 44 20 4/4 >60
(DB911) 5 3/4 >49
7 N H | OMe H p- |13.1|364 | 14 10 3/4 >53
5 3/4 >60
8 N H H H p- (2441964 15 20 4/4 >60
10 4/4 >60

1) 60 giinden fazla parasitsiz olarak hayatta kalan fare sayis1 / uygulama yapilan fare sayisi
2) Ortalama yasam siiresi (giin), tedavi uygulanmayan kontrol grubundaki fareler 7 ila 8 giin arasinda
postinfeksiyondan dolay1 6lmektedir.

Tablo 7. Dikatyonik bifenil benzimidazol tiirevi baz1 bilesiklerin Plasmodium falciparum
Kl'e olan in vitro, Trypanosoma brucei rhodesiense STIB900’e olan in vitro ve in vivo
etkileri.

Dikatyonik dogrusala yakin bifenil benzimidazol tiirevi 8 bilesik
sentezlenmis, 7. b. rhodesiense STIB900 ve P. falciparum K1’e kars1 in vitro etkileri
ile T. b. rhodesiense STIB900’e olan in vivo etkileri (STIB900 fare modeli), 20
mg/kg dozda 4 giinlik i.p. uygulama yapilarak yasam siireleri acisindan
degerlendirilmistir. 8 Bilesige ait in vitro vel/veya in vivo etki sonuglart ile bu
bilesiklerin DNA’ya baglanma afiniteleri, poly(dA.dT), icin tespit edilen ATm
degerleri olarak Tablo 8’de verilmistir. ATm degerleri bilesik 4 disinda yiiksektir.

Bilesik 1’in DNA’ya baglanma afinitesi, egimli tiirevi olan DB911’e goére daha
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yiiksektir ve dogrusala yakin bilesiklerin DNA’nin AT baz cifti acisindan zengin
olan bolgesine egimli izomerlerinden daha yiiksek afinite gostermesi sasirtici bir
sonug olarak belirtilmektedir. Bilesik 1 (DB921) molekiiliindeki fenil amidini ile AT
baz cifti arasinda su araciligi ile indirekt bir iliskinin de olabilecegi, bu sayede
molekiilde acisal bir sekil olusarak, DNA’ya yiiksek afinite gostermesinin

aciklanabilecegi bildirilmistir (Ismail ve ark., 2005).

Rs R> Ry
N —
H —3
NH NH

P.f | T. b. rhodesiense

in vitro | in vivo (20 mg/kg)
ICsy, nM | STIB900 fare modeli

yasam
Bilesik X Z R, | R, | Ry | A AT,, tedavi' siiresi’
Furamidin 25 15.5] 4.5 0/4 39.5
DBI11 256 |275| 44 4/4 >60
1(MDB921) |[CH|CH| H H H | p- >28 0.5 | 10.6 0/4 36.5
2 CH|CH| H H H | m- >28 23 | 9.1 3/4 >51.5
3 CH|CH| F H H | p- >27 1 37 1/4 >33.5
4 CH|{CH| H |Me| H | p- 255 |125] 6 1/4 >42
5 CH|CH| H |OH| H | p- | ~27-28 |19.1| 27 3/4 >51.5
6 N |[CH| H H H | p- | ~2728 | 7.2 | 32 0/4 >27
7 CH| N H H H | p- >28 7 3 0/4 11
8 CH | CH| H H F | p- | ~27-28 1 8 0/4 27.5

1) 60 giinden fazla parasitsiz olarak hayatta kalan fare sayis1 / uygulama yapilan fare sayisi
2) Ortalama yasam siiresi (giin), tedavi uygulanmayan kontrol grubu icin 7-8 giin.

Tablo 8. Dikatyonik dogrusala yakin bifenil benzimidazol tiirevi bazi bilesiklerin,
P. falciparum Kl'e olan in vitro, T. b. rhodesiense STIB900’e olan in vitro ve in vivo
etkileri.

In vitro antitripanosomal etki degerleri (ICsp) 3 nM ile 37 nM arasinda
degismektedir ve genel olarak dogrusala yakin bifenil benzimidazol tiirevi
bilesiklerin in vitro etkileri, DB911 tipi egimli izomerlerden (Tablo 7) daha

yiiksektir.
In vitro antiplasmodial aktivite degerleri (ICsp), 0.5 nM ile 23 nM arasinda

degismektedir. Bilesik 1 (DB921), in vitro olarak Plasmodium falciparum’a kars1 bu

calisma grubu tarafindan bildirilen en etkili tiirevdir.
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Akut African Tripanosomiasis’e olan in vivo etkileri karsilastirildiginda,
sadece bilesik 2 ve 5’de 3/4 oraninda tedavinin saglandigi, bilesik 3 ve 4’de ise bu
oranin 1/4’e diistigii, bilesik 1, 6, 7 ve 8’de ise dort deney hayvanindan hi¢birinin
yasam siiresinin 60 giinii ge¢medigi gozlenmistir. Dogrusala yakin bifenil
benzimidazol tiirevi bu molekiillerin in vivo etkinlikleri, DB911 tipi egimli tiirevlere
uymamaktadir. Absorbsiyon ve dagilim gibi faktorlerin bu farki yarattigi

diistiniilmektedir (Ismail ve ark., 2005).

Cl Cl
Cl
N
/ Cl
(CH3CH5)oNCH5,CHoHN N
NH
Formiil 76

N-alkil-2-fenil-1H-benzimidazol-5-karboksamidin yapisinda bir seri bilesigin
sentezi yapilarak, in vitro antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri degerlendirilmistir.
2. Konumda 3,4-diklorofenil grubu tasiyan tiirev (Formiil 76), S. aureus, metisilin-
rezistans S. aureus (MRSA) ve C. albicans’a karst 3.12 pug/ml MIK degeri ile en

etkili tiirev olarak bulunmustur.

Amidinobenzimidazol’tin 2-fenil grubunun 3,4-dikloro siibstitiisyonunun
antibakteriyel aktivitede Onemli rol oynadigi ve 2. konumda 3,4-dikloro
siibstitiisyonunun yerine -F, -CN, -OCHj, -COOH veya -COOCH; getirildiginde,
inhibitor aktivitede azalma oldugu belirtilmistir. Sadece metil ester tasiyan bilesik
MRSA’ya karst 3.12 pg/ml MIK degeri ile ilimli bir aktivite gostermistir.
Benzimidazoliin N- atomuna fenil, benzil ve 2,4-diklorobenzil gibi daha lipofilik
siibstitiientler geldiginde aktivitenin arttigi, buna ragmen metil, butil ve izopropil
siibstitiisyonunda ise 6nemli bir aktivite goriilmedigi bildirilmistir. Katyonik amidine
N,N-dietilaminoetil siibstitiisyonu ise E. coli ve C. albicans’a kars1 aktivitenin ortaya
cikmasina neden olmustur. Yukarida formiilii verilen bilesigin haricinde E. faecalis
ve C. albicans’a kars1 6nemli bir inhibitor aktivite elde edilmedigi bildirilmistir

(Goker ve ark., 2005a).
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Bilesik 1 = Ri:H, R,: 4-Cl
Bilesik 2 = R;:2,4-diCl, R,: 4-Cl
Bilesik 3 = R;: 2,4-diCl R,: 3,4-diCl

Formiil 77

Amid ya da amidin grubu tasiyan bir seri yeni metil veya etil-1H-
benzimidazol-5-karboksilat tiirevi bilesik, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
acisindan degerlendirilmistir. En etkili tiirevler Formiil 77°de goriilmektedir. Bu
bilesiklerin MIK degerleri bilesik 1'de S. aureus ve MRSA igin 0.78 ug/ml,
metisilin-rezistans S. epidermidis (MRSE) i¢in 1.56 pg/ml, C. albicans icin 12.5
pug/ml; bilesik 2'de S. aureus icin 1.56 pug/ml, MRSA ve MRSE i¢in 0.78 pg/ml,
C. albicans i¢in 12.5pug/ml; bilesik 3'de ise S. aureus ve MRSE icin 1.56 pg/ml,
MRSA i¢in 0.39 pg/ml, C. albicans icin 6.25ug/ml'dir. Benzimidazol halkasina
amidin grubunun girisinin, iyl bir gram pozitif antibakteriyel aktivite profili ile

sonuclandig bildirilmistir (Ozden ve ark., 2005).

N O
\
RHN N
H
NH

R = n-butil, siklohekzil
Formiil 78

2-Fenil veya metil-4H-1-benzopiran-4-on  tasiyan  mono/diamidino
benzimidazol tiirevleri antibakteriyel ve antifungal acgidan incelenmistir. C-6
konumunda azota baglhh hacimli alkil siibstitiie, 2-fenil-4H-1-benzopiran-4-on
amidinobenzimidazol tiirevleri (Formiil 78), S. aureus, MRSA ve MRSE’ye karsi
1.56 ug/ml MIK degeri, C. albicans’a kars1 ise 3.12 pg/ml MIK degeri ile en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Benzimidazol flavon serilerindeki monoamidinlerin gram-

pozitif bakterilere karsi iyi bir aktivite profili gosterdigi, benzopiran halkasindaki 2-
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fenil grubunun yerine 2-metil geldiginde ise aktivitenin azaldigi bildirilmistir.
Sentezlenen biitiin dikatyonik amidinler ise inaktif bulunmustur (Goker ve ark.,

2005b).

] HOHBC\C\/CHS
N CHg
HzN\”/C[N)_@
NH
Formiil 79

Monokatyonik benzimidazol yapisi tasiyan bir seri bilesik iizerinde yapilan
bir arastirmada (Weidner-Wells ve ark., 2001), bu bilesiklerin, Histidin Protein
Kinaz (HPK) ve response regiilator (RR)'den olusan ve bakterinin c¢evresel
degisiklikleri algilayarak bunlara uyum saglamasinda gorev alan bakteriyel iki-
komponetli sistemi inhibe ettikleri bildirilmistir. Bu inhibisyon, sinyal yolaklarini
bloke ederek hem bakteri hiicresinin gelisimini yavagslatmakta, hem de bakterinin
Olimiine neden olmaktadir. Yukarida formiilii verilen bilesik (Formiil 79), giicli bir
HPK KinA inhibitoriidiir ve Staphylococcus aureus ATCC 29213, metisilin rezistans
Staphylococcus aureus OC 2089, Enterococcus faecalis OC 3041 ve Enterococcus
Jaecium OC 3312 gibi Vankomisin ve Oksasiline duyarli ya da direngli gram pozitif
bakterilere kars1 giiclii in vitro aktiviteye sahiptir. Bu bilesiklerde HPK inhibisyon
yapma giicii ile antibakteriyel aktivite arasinda agik bir korelasyon olmasina ragmen,
son zamanlarda yapilan calismalarda daha farkli etki mekanizmalarinin da bakterinin

oliimiine neden olabilecegi bildirilmistir (Hilliard ve ark., 1999).

Bir seri monokatyonik ve dikatyonik benzimidazol tiirevi bilesik iizerinde
yapilan arastirmada, bilesiklerin in vitro antifungal aktiviteleri C. albicans A39 ve
C. neoformans var. neoformans H99’a karsi incelenmis ve MiKgy ve MFK

konsantrasyon degerleri Tablo 9’da verilmistir (Del Poeta ve ark., 1998).
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H
N
IONaYs
Y N
Candida albicans Cryptococcus
neoformans
MiKqg, MFK MiKy, MFK
Bilesik Y R (ug/ml) (kg/m) (ug/ml) | (ug/ml)
Amfoterisin B 1.0 TE 1.0 TE
Flukonazol 0.25 AD 2.0 AD
Pentamidin 0.78 1.56 3.12 6.25
1 Amd Amd 100 >100 25 50
2 Im Im 50 >100 50 TE
3 THP THP 50 100 25 50
4 Amd OH >100 TE >100 >100
5 Im OCH; 25 TE 50 100
6 Amd | O(CH,);0PhAmd 0.39 0.78 0.19 0.78
7 Amd | O(CH,),OPhAmd 0.39 3.12 <0.09 1.56
8 Amd | O(CH,)sOPhAmd 0.78 1.56 0.39 6.25
9 Amd OPhAmd 0.78 0.78 0.78 6.25
R
H Nﬁ
N
b
Y N
10( DIBIZ) Amd Amd 0.39 1.56 <0.09 0.78
11 Amd OH 0.78 6.25 3.12 6.25
12 Amd OCH3 >100 TE 3.12 >25
13 Amd OC,H; 0.78 1.56 1.56 1.56
14 Im Im 0.78 1.56 0.39 0.39
15 Im OH 3.12 TE 3.12 TE
16 Im OCH; 0.78 TE 3.12 3.12
17 Im OC,H; 0.78 12.5 1.56 1.56
18 THP THP 0.78 1.56 0.19 0.39
19 THP OH 3.12 25 1.56 6.25

//NH . H HN /NH
Amd-—C im= —( ] THP=— :> PhAmd =4©70\
NH2 N N NH2

Tablo 9. Monokatyonik ve dikatyonik benzimidazol tiirevi bazi bilesiklerin C. albicans A39
ve C. neoformans var. neoformans H99’a olan in vitro antifungal aktiviteleri.

Bilesik 1, 2 ve 3 dikatyonik yapida olmalarina ragmen, antifungal aktiviteleri
standartlara gore ¢ok diisiiktiir. Bilesik 4’de bulunan -OH grubu yerine,
4-amidinofenoksi getirilmesiyle elde edilen bilesik 9, C. albicans kars1 Amfoterisin

B ve Pentamidin’den, C. neoformans’a karst ise Amfoterisin B, Flukonazol ve
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Pentamidin’den daha etkilidir. Benzimidazol halkasinin 2. konumundaki fenil
halkasinin para konumunda 4-amidinofenoksialkiloksi tasiyan bilesik 6 ve 7,
C. albicans’a kars1 0.39 olan MiKg, degeri ile etkili tiirevler olurken, bilesik 6, 7 ve 8
C. neoformans’a kars1 sirastyla 0.19, <0.09 ve 0.39 MiKg, degerleriyle yiiksek
aktiviteye sahip olmuslardir. Bilesik 7, Amfoterisin B’den yaklasik olarak 10 kat
daha etkilidir. Bilesik 1, 2, 3, 4 ve 5 diisiik antifungal aktivite gosterirken, bu
bilesiklerin bis-benzimidazol tiirevi olan bilesik 10, 14, 18, 11, ve 16’min etkili
oldugu goriilmektedir. Dikatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin (bilesik 10,
14, 18) yan1 sira, monokatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerin (bilesik 11, 13,
15, 16, 17, 19) de yiiksek antifungal aktivite gostermesi dikkat cekicidir (Del Poeta
ve ark., 1998).

Tablo 9’daki 15 bilesigi (Bilesik 1-5, 10-19) de kapsayan 22 katyonik
benzimidazol / bis-benzimidazol tiirevi bilesigin RNA ve DNA’ya baglanma
afiniteleri arastinlmistir. Bu bilesikler RNA polimerine (polyA-polyU) onemli bir
baglanma afinitesi gostermezken, DNA’daki A-T baz ¢iftinin zengin oldugu bolgeye
giiclii baglanma afinitelerinin oldugu, d(CGCGAATTCGCG), oligomeri ile yapilan
deneyler sonucunda tespit edilmistir. Monokatyonik benzimidazol tiirevi bilesikler
(bilesik 4, bilesik 4’deki -OH yerine -OCH3 ve -OC,Hs bulunan tiirevler, bilesik 5,
bilesik 5’deki -OCHj; yerine -OH, -OC,Hs bulunan tiirevler) icin ATy, = 6.7 £ 0.6
°C’dir. Katyonik grubun amidin ya da imidazolin-2-il olmasi, oksijenin tasidigi
siibstitiientlerin DNA baglanma afinitesini 6nemli bir diizeyde etkilememektedir.
Dikatyonik yapidaki bilesik 1, 2 ve 3’de ATy, degeri monokatyonik tiirevlere gore
~10°C artarak 16.1 + 1.0 °C olarak olciilmiistiir. Monokatyonik benzimidazol tiirevi
bilesiklere ikinci bir benzimidazol halkasinin getirilmesi AT, degerini ~17°C
artirmis ve monokatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerde (bilesik 11-13, 15-17,
19) AT, = 242 = 09 °C olarak bulunmustur. Katyonik gruptaki ve fenil
siibstitiientlerindeki cesitlemeler AT, degerlerini Onemli sayilabilecek diizeyde
etkilememektedir. Dikatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklerde ATy, degeri,
monokatyonik bis-benzimidazol tiirevi bilesiklere gore 8-10 °C yiikselerek, bilesik
10’da AT, = 32.8, bilesik 14’de ATy, = 30.1 ve bilesik 18’de AT, = 30.7 olmustur.

Monokatyonik benzimidazollere ikinci bir benzimidazol iinitesi eklenmesiyle
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DNA’ya baglanma afinitelerindeki artig, ikinci katyonik grup getirilmesinden daha
fazladir (Czarny ve ark., 1995).

2,5'-Bis-benzimidazol tiirevi olan ve topoizomeraz inhibitorii olarak bilinen
Pibenzimol (Formiil 4, Hoechst 33258) bilesiginin DNA mino6r kavitedeki AT baz
ciftine baglandigi, oligoniikleotidtlerle yaptig1 cesitli kompleksleri iizerinde yapilan
X-1sinlan kristalografisi ve NMR calismalariyla ortaya konulmustur. Bu bilesigin
2:1 d(CTTTTGCAAAAG), kompleksinin diyagramik gosterimi ve mindr kavite ile
arasindaki dogrudan (adenin N3 ve timin O,) ya da H,O (S) aracilig1 ile yaptigi
hidrojen baglar1 Sekil 1’de goriilmektedir. Bilesigin adenin ile yaptigi hidrojen
baglarmin, timin baz1 ile yaptigi hidrojen baglarindan daha uzun oldugu

bildirilmektedir (Gavatiotis ve ark., 2000).

N‘Q—{;Ilm
HOQA l“'g",:““*
C1 T;.-_; T3 T4 Ts GE

VAR
G12 An Am Ag Ag C?

Sekil 1. Pibenzimol bilesiginin d(CTTTTGCAAAAG), ile 2:1 oraninda yaptigi kompleksin
diyagramik ve baz ciftleri ile arasindaki hidrojen baglarinin sematik gosterimi.
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Pibenzimol ve bu bilesigin bisamidinyum tiirevi olan DIBIZ (Tablo 9, bilesik
10) bilesiginin d(CGCGAATTCGCG), dodekaniikleotidi ile olusturduklar
komplekslerdeki hidrojen baglarinin sematik gosterimi Sema 3’de goriilmektedir.
DIBIZ kompleksinde bilesik ile minor kavite arasinda bes adet dogrudan hidrojen
baginin yani sira, H,O aracili hidrojen baglarinin da olustugu bildirilmistir (Clark ve
ark., 1997).

c13 c13
G12 G4 G12 G14
C11 c15 ci c15
G10 '*]“" G16 G10 . G16
co :"/f N3 A17 co N3 A17
T8 02 J_r ‘. ~-N3 A18 T8 02 xj N3 A18
17 02---. _{_H 02 T19 7 02 ‘;,1 -~02 T19
AB N3-._ {1.1 .02 T20 AB Nai‘l“-L .-02 T20
AS N3 wPveat” c21 AS N3 [ c21
G4 G22 G4 *I" G22
c3 c23 c3 c23
G2 G24 G2 G24
C1 8 |

Sema 3. DIBIZ ve Pibenzimol bilesikleri ile d(CGCGAATTCGCG), arasinda olusan
hidrojen baglarinin sematik gosterimi.

2,5'-Bis-benzimidazol tiirevi cesitli bilesikler (Formiil 80) sentezlenerek,
topoizomeraz | inhibitor etkileri ve insan lenfoblast RPMI 8402 hiicreleri iizerine
gosterdikleri  sitotoksisiteleri  arastinlmistir.  Bis-benzimidazol  halkasinin
2" konumunda 2-naftil, 5. konumunda siyano veya 4-metil piperazinil tasiyan
bilesikler sitotoksisitesi en yiiksek (ICsop = 0.13 uM ve 0.11 uM) olan tiirevlerdir
(Kim ve ark., 1996).
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Formiil 80

Hoechst 33342 (Formiil 4) ve tiirevlerinin (Formiil 81) topoizomeraz I

inhibisyonu yaptiklar1 ve melanom (SK-Mel), prostatik karsinom (PC3),

lenfoblastom (RPMI 8402) ve CPT-KS tiimor hiicrelerine karsi cesitli diizeylerde

sitotoksik etki gosterdikleri bildirilmistir (Sun ve ark., 1994).

OCH3
H N\\,/©/
N :

NH
n=0,1,2,3

Formiil 81
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1.5. Benzimidazollerin Kimyasal Ozellikleri

Benzimidazol halka sistemi (Formiil 82), imidazol halkasinin, benzene 4. ve 5.

konumlarindan kaynasmasi ile meydana gelmistir.
4 3
5 C[N> )
’ 7w
Formiil 82

Benzimidazol halka sistemi, iki farkli yapida azot atomuna sahiptir.
Bunlardan biri, iizerinde hidrojen tasimaktadir ve “pirol azotu” olarak
tanimlanmaktadir. Hidrojen tasimayan ve tersiyer yapida bulunan diger azot ise
“piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak adlandirilmaktadir. Bu adlandirma,
imidazol halkasi icin daha yaygin kullanima sahip olmakla birlikte, benzimidazol
halkas1 i¢in de bazi literatiirlerde raslanmaktadir. Benzimidazol halkasinin
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 olasiligim ortadan kaldirir ve kesin yapiy1 tamimlamak miimkiin olur.
Boyle bir durumda numaralandirma siibstitiie azot iizerinden baslayarak yapilir

(Hoffmann, 1953).

Benzimidazoller, olduk¢a yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip kati
bilesiklerdir. Benzimidazoliin kendisi 170°C’de erir. Bu bilesikler polar ¢oziiciilerde
¢ok, polar olmayan ¢oziiciilerde az coziiniirler ve polar coziiciilerde serbest imino
hidrojeni asosiye halde bulunur. Imino hidrojeninin siibstitiisyonu, kaynama ve erime

noktalarini 6nemli 6l¢iide diisiiriir (Hoffmann, 1953).

Benzimidazol halka sisteminin 2. konumuna H, metil, 2-piridil, 4-piridil,
2-kinolil ve 4-kinolil gibi siibstitiientler getirilip pKa degerleri incelendiginde, 2-
piridil tiirevinin en yiiksek pKa degerine sahip oldugu gozlenmistir. Bunun
nedeninin, piridin azotu ile benzimidazoliin imino hidrojeninin, hidrojen bagi

yapmasi oldugu ileri siiriilmiistiir (Formiil 83) (Hisano ve Ichikawa, 1974).
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Formiil 83

Benzimidazoller, amfoterik bilesikler olduklar1 icin metallerle tuz
olustururlar. Kaynar sudaki benzimidazol ¢o6zeltisine AgNO; ilavesi ile suda az
¢Oziinen giimiis tuzu olusur. Bu tuz, seyreltik mineral asitlerde ve asetik asitte
¢Oziiniir. Benzimidazollerin asidik karekterinin diger bir gostergesi ise, grignard
bilesikleri ile reaksiyona girerek N-Magnezyum halojeniirleri vermesidir.
Benzimidazollerin imino hidrojeninin siibstitiisyonu pseudo-asidik karakteri ortadan
kaldirir. Elektronegatif gruplar benzimidazollerin asidik karekterlerini artirirlar.
Ornegin, nitrobenzimidazoller, Na,CO; veya sulu amonyak cozeltileri ile tuz

olusturacak kadar asidiktir.

Benzimidazoller, asitlerle tuz olusturma kabiliyetinde olan bazik bilesiklerdir.
Benzimidazol halkasinin asitlerle protonlandigi, floresans dalga boylarinin farkli
olmasi ile kanitlanmistir. Protonlanan benzimidazoller 365 nm’de floresans verirken,
protonlanmamis tiirevleri 305 nm’de floresans vermektedir. Bazik karekterleri,
piridin azotunun proton yakalama kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Benzimidazol
(pKa=5.5 ), imidazolden (pKa=7.0 ) daha zayif bir bazdir. Bu farklilik, imidazol ve
benzen halkalar1 arasindaki konjugasyondan kaynaklanmaktadir. Konjugasyondan
dolay1 rezonans nedeniyle halka dayamikliligi artmakta ve bdylece piridin azotunun
proton yakalama kabiliyeti azalmaktadir. Benzimidazoller, asitler ve bazlara karsi
olduk¢a dayanikhidirlar ve oksitleyici bilesiklerden kolay etkilenmezler.
Metilbenzimidazollerin permanganat ile oksidasyonu, benzimidazolkarboksilik
asitleri verir. Ancak permanganat ile yapilan kuvvetli oksidasyon, benzimidazoliin

4,5-imidazoldikarboksilik aside donmesine neden olur (Rogers ve Clayton, 1972).

Serbest imino hidrojeni iceren benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir.
Benzimidazollerin tautomerik karekteri nedeniyle asagida da gosterildigi gibi 3-
nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu ile

tek ve aym benzimidazol elde edilmistir (Denklem 1) (Green ve Day, 1942).
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OoN Redlksiyon HOOC N
|
O,N COOH N
HaC—C—NH

Denklem 1

Benzimidazoliin  tautomerizmi, notral sartlarda da  olusmaktadir.
2,5-Dimetilbenzimidazol, metiliyodiir ile reaksiyona sokuldugunda, 1,2,5-trimetil
benzimidazol ve 1,2,6-trimetilbenzimidazol, ayri ayr1 elde edilmekte ve her iki
izomer tekrar metil iyodiir ile kuaternize edildiginde tek bir tiireve ulagilmaktadir

(Denklem 2) (Green ve Day, 1942).

HeC HC N N
3 N \_
@[ M-cH; CHil @b}c& - /@[Q CH
N | H3C |
H CH3 CH3

H3C N

Denklem 2

Ayrica, 'H-NMR spektroskopisi ile 2. konumda, heteroatom iizerindeki
hidrojen ile intramolekiiler hidrojen bagi yapabilen bir siibstitiientin bulunmasi
halinde, proton degisme hizinin yavasladigi kanitlanmistir. Aym1 zamanda, ortama
konsantre H,SOy, ilavesi ile benzimidazolium iyonu olusturarak da bu siire¢ biiyiik
Olctide yavaslatilabilmistir. Zira bu esnada H-2 protonu azot atomlar1 iizerindeki her
bir hidrojen ile etkileserek triplet vermektedir (J;,» = J2,3 = 2.5 Hz) (Elquero ve ark.,
1975).
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5(6)-Metilbenzimidazol gibi simetri diizlemi icermeyen tiirevlerin iki farkli
izomer formuna sahip olmasi, imino azotunun varligindan kaynaklanmaktadir. Bu tip
bilesiklerde kesin yapiy1 tanimlamak miimkiin olmayabilir. Denklem 3’de goriildiigii
gibi 5-metilbenzimidazol, 6-metilbenzimidazoliin tautomerik formudur. Ayni1 durum,

4(7)-slibstitiie benzimidazoller ile de 6rneklenebilir (Rabinowitz ve Wagner, 1951) .

A\
Ty ¢
H

Denklem 3

Benzimidazol ve simetri diizlemi igeren tiirevlerin tautomerik formlar ise
birbirinin aymdir ve kesin bir yap1 belirlemek miimkiindiir. Ornegin; 2-metil, 5,6-
dimetil ve 4,7-dimetil benzimidazol simetri diizlemine sahiptir. Benzimidazoliin,
benzen halkasi iizerinde simetri diizlemini bozacak sekilde siibstitiient tasimasi
halinde, imino hidrojeni siibstitiie edilecek olursa, iki farkli izomer karisimi elde

edilmektedir (Hoffmann, 1953).

Benzen {izerindeki siibstitiientin karakteri azot iizerinden siibstitiisyonu
etkilemekte ve genellikle farkli verimlerde izomerlerin elde edilmesine neden
olmaktadir. 4. Konum siibstitiientleri, onemli 6lciide elektrostatik, termodinamik ve
sterik etkilere sahipken, 5. konumdaki siibstitiientlerde bu etkilerin yeterince baskin
olmamasi nedeniyle, izomer olusum oraninin bu etkilere bagh olarak degistigi de
bildirilmistir (Howell ve Rasmussen, 1993). Benzimidazoliin 5(6). konum
siibstitiientlerinin tautomerik denge {izerinde az bir etkisi olmasi nedeni ile bu tip
siibstitiientler varliginda, hemen hemen esdeger miktarda regioizomerlerin olustugu

bildirilmistir (Arnau ve ark., 1995).

2-Furil ya da tiyenil siibstitie benzimidazol tiirevleri ile DMSO i¢inde
tautomerizm gozlenirken, 2-fenil benzimidazolde gozlenememesinin, molekiilde
heteroaril gruplar varliginda -NH asiditesinin artmasina bagli olabilecegi

bildirilmistir (Lee ve Jeoung, 1996).

67



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 yapilart elde edilmis ve bu izomerler kolon

kromotografisi ile ayrilmistir (Denklem 4) (Iemura ve ark., 1989).

OMe OMe

N Br(CH,),OEt N N
@: Vg 2CH2208L S—cl + Y—cl
H NaH N N

| |
CHoCH,OEt  OMe CHoCHoOEt
Denklem 4

5-Nitrobenzimidazol, 3-metoksi-4-bromometil metilbenzoat ile 1. konumdan
alkillendiginde elde edilen izomer karisiminin kolon kromotografisi ile ayrilabildigi

bildirilmistir (Matassa ve ark., 1990).

Diger bir calismada ise, 1-(p-fluorobenzil)-2-(4-metilpiperidin-1-il)metil-5 ve
6-kloro-1H-benzimidazol izomer karigiminin kolon kromatografisi ile ayrilabildigi

bildirilmistir (Goker ve Kus, 1995).

N Ph
OCH
1@ N 3
T
= N
Ph )
L@ N OCHs oy oG
Ph— N :©/ 3
= N
1@ N S
T,
— N OCHs
Ph CHg

Denklem_S

2,4,6-Trifenilpiridinyum benzimidazolat (i¢ tuz) ile metil iyodiirden hareketle
elde edilen izomer karisimi kristalizasyon ile ayrilmaya calisildiginda, 6-metoksi
izomeri saf olarak elde edilebilmis, ancak 5-metoksi izomeri i¢cin bunun miimkiin
olmadig bildirilmistir (Denklem 5) (Alcalde ve ark., 1991). Aym arastirmaci grubu,

bu calismaya benzer sekilde elde ettikleri izomer karisimim kristalizasyon teknigi ile

68



ayrt ayn saf olarak elde ettiklerini bildirmislerdir (Alcalde ve ark.,1992). Bagka bir
calismada ise, sentez sonucu elde edilen izomer karigiminin, ancak preparatif ince

tabaka kromatografisi ile ayrilabildigi bildirilmistir (Arnau ve ark., 1995).

Aligilagelmis  alkilasyon sartlarinda  karsilasilan  izomer  sorununu
¢oziimlemek {iizere, 5-nitrobenzimidazol iizerinden selektif alkilasyon ile 1-metil-5-
nitrobenzimidazol ve 1-metil-6-nitrobenzimidazol regioizomerlerinin ayr1 ayr elde

edilebilecegi bildirilmistir (Katritzky ve Rachwal, 1994).

1.6. Benzimidazollerin Genel Sentez Yontemleri

Benzimidazol / Bis-benzimidazol sentez yontemlerinde, baslangic maddesi olarak
cogunlukla o-fenilendiamin ya da bunu verecek siibstitiie tiirevlerinin kullanildigi

goriilmektedir.

1.6.1. Acillenmis o-nitroarilaminlerden hareketle:

[k benzimidazol sentezi, 1872 yilinda 2-nitro-4-metil asetanilidin rediiksiyonu ile
gerceklestirilerek 2,5 (veya 2,6) dimetil benzimidazol tiirevine ulasilmistir

(Denklem 6) (Wright, 1951).

HiC NO, H;C NH,
Sn / H( Zl,
NHCOCH; “NHCOCH; H,0

N CH3 N

o O o
H;C N N
H H

Denklem 6

o-Dinitrobenzen tiirevlerinin kalay kloriir ile hidroklorik asit ve asetik asit
varliginda, izole edilmeksizin rediiksiyonu ile benzimidazol yapis1 olugmaktadir. 1,2-

Dinitro-3,4,5,6-tetrametilbenzenin aym1 rediiksiyon kosullarinda asetik asit ile
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muamelesi sonucunda 2,4,5,6,7-pentametil benzimidazol olugsmaktadir (Denklem 7)

(Smith ve Harris, 1935; Smith ve Moyle, 1936).

CH; CH;
H;C _NO» g1,/ HCI H;C N>_
CH3
HiC ‘o, CH;COOH HiC N
CH; CH; H
Denklem 7

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

amidlerden hareketle:

o-Fenilendiamin ve karboksilik asidin reaksiyonu ile ilk benzimidazol sentezi,
Ladenburg (1875) tarafindan gerceklestirilmistir. 3,4—Diaminotoluen, glasiyal asetik

asit icinde 1sitilarak 2,5—(ya da 2,6 ) dimetil benzimidazol elde edilmistir.

o-Fenilendiamin ile formik asit muamele edilerek, hic bir siibstitiient tagtmayan
benzimidazol ana halkasi sentezlenmistir (Wright, 1951). 2-Alkil benzimidazoller de,
yine o-fenilendiamin ile karboksilli asidlerin reaksiyonu sonucunda elde edilmistir

(Pool ve ark., 1937).
Benzimidazol sentezinde en ¢ok kullanilan metod, o-fenilendiaminlerin diliie
HCT’deki (genellikle 4N HCI) c¢ozeltisi ile karboksilik asit ya da asit anhidritinin

reaksiyonudur (Denklem 8). Bu yontem, Phillips’in benzimidazol sentezi olarak

bilinmektedir (Phillips, 1928a; Phillips, 1928b).

NH, N
(@[ + Hooc-R HOU/A_ @E S—R
NH;, N

Denklem 8
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Bis-benzimidazoller ise iki mol o—fenilendiamin ile bir mol dikarboksilli

asidin, seyreltik HCI’'li ortamda 1sitilmast sonucu major {iriin olarak elde

edilmektedir (Denklem 9) (Phillips, 1942).

NH, HoN
@[ + HOOC—(CHy),~COOH + j@
NH, HoN

HCI/A

N N
Ol
N N
H H

Denklem 9

2-Alkil-siibstitiie tiirevi bilesiklerin elde edilmesinde Philips metodu iyi sonug
vermesine Karsin, 2-aril-siibstitiie benzimidazollerin sentezinde siklikla basarisizlikla
sonu¢lanmakta ya da reaksiyon verimi oldukca diisiik olmaktadir. o-Fenilendiamin
tirevi bilesiklerin, polifosforik asit (PPA) varliginda alkil ya da aril karboksilik
asitlerle reaksiyonu ile yiiksek verimle 2-alkil/aril benzimidazol tiirevi bilesikler elde

edilmektedir (Denklem 10) (Hein ve ark., 1957).

NHz PPA N
+ HOOC-R (Ar) @[ S>—R (Ar)

NH A N

2 H

Denklem 10

Bis-benzimidazol tiirevi bilesikler de bu yontemle degisen verimlerle elde

edilebilmektedir (Denklem 11) (Wang ve Joullie, 1957).

NH, PPA N N
+ HOOC-R(Ar)-COOH S—R(AN—~
NH, A N N

Denklem 11
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1.6.3. o-Fenilendiamin ile nitrillerden hareketle:

o-Fenilendiaminin mono HCI tuzu ile bir alifatik ya da aromatik nitrilin 200°C’de
reaksiyonuyla,  2-alkil/arilsiibstitiebenzimidazol = yapis1t elde edilmektedir

(Denklem 12) (Wagner, 1940; Holljes ve Wagner, 1944).

® S
NH;3 Cl NH, N—C\R
QL reene= Ol e —
NH, NH,

NH,

@ © N
NH, ClI~ + @[ S—R
N

H
Denklem 12

1.6.4. o-Fenilendiaminler ile iminoeterlerden hareketle:

o-Fenilendiamin ile imino eter (imidat) tiirevi bilesiklerin metanol i¢inde reaksiyonu

sonucu 2-benzilbenzimidazoller (Denklem 13) elde edilmektedir (King ve Acheson,

1949).
QMe
@:NHZ HN//C @ . @EN\>—©
NH N
Denklem 13

Ayni yontemle, 3,4-diamino benzamidin bilesiginin, ¢esitli imidat esterleri ile
reaksiyonu sonucunda, 2-5’-bis-benzimidazol tiirevi bilesikler sentezlenmistir

(Denklem 14) (Czarny ve ark., 1996).

I
o
EZ E
Z Z
I I
o S
+
ZT
(@)
X

z
T
T
[
(@)
02
)
ZI

R= H, CH3, CHoCH3
Denklem 14
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1.6.5. o-Fenilendiamin ile aldehit ya da ketonlardan hareketle:

Bir mol o-fenilendiamin ile iki mol aldehitin reaksiyonu sonucunda olusan schiff
bazi1 iizerinden benzimidazol yapisinin olusumu ile 1-benzil-2-fenilbenzimidazol

yapist sentezlenmistir (Denklem 15) (Hinsberg, 1886; Hinsberg, 1887).

QL O—-0L Zi Q-0
O Denklem 15 @

Weidenhagen (1936), aldehitlerle gergeklestirilen reaksiyonlardaki verimin
disiiklugiinii, katalizor olarak bakir asetat kullamimi ile gideren bir yontem

Onermistir.

Birbirine esit moldeki o-fenilendiamin ve aldehit tiirevlerinin nitrobenzen
varliginda 145-150 °C’de reaksiyona girmesiyle, benzimidazol tiirevi bilesikler elde
edilmektedir (Denklem 16). Bu yontem, ozellikle bis-benzimidazol ve
terbenzimidazol tiirevi bilesiklerin sentezinde (Denklem 17) kullanilmaktadir (Sun

ve ark., 1995; Kim ve ark., 1997).

NHz — Q PhNO,
+ OCH3
NC H 145 °C

Denklem 16

PhNO»
NH, + R-CHO
145 °C

R= CHgz, CHzCHz CH(CHg),

-0 e

ZT

zZ ZT

Denklem 17
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o-Fenilendiamin ile aldehitlerin sodyumbisiilfit (sodyum pirosiilfit) katim
tiriinlerinin reaksiyonu ile 2-arilbenzimidazol tiirevi bilesikler elde edilmektedir

(Denklem 18) (Ridley, 1965).

H
NHz  NaOgS N
O — OO
NH, HO N
R=H, CI, F, NO,, OCHj

Denklem 18

3,4-Diaminobenzoik asit, sodyum pirosiilfit varliginda 2-(4-metoksifenil)
benzimidazol-5-karboksaldehit ile reaksiyona girerek, bis-benzimidazol tiirevi bir

bilesigin sentezi (Denklem 19) gerceklestirilmistir (Ji ve ark., 2001).

N828205

J@ENHZ . ) OCH, F1OH/H0
HOOC NH, N ’
O H N
OO
4 N
HOOC

N

ZT

Denklem 19

2006 yilinda yayinlanan bir makalede, o-fenilendiamin ve tiirevleri ile cesitli
alifatik ya da aromatik aldehitlerin solvansiz ortamda indiyum III
trifluorometansiilfonat [In-(CFs;SOs)3, indiyum triflat, In-(OTf)s] katalizorliigiinde
oda sicakliginda reaksiyona girmesiyle, yiiksek verimlerde 2-siibstitiiebenzimidazol
tirevi bilesiklerin (Denklem 20) elde edildigi bildirilmistir. Mevcut sentez
yontemleri ile karsilagtirildiginda; bu yeni yontemin kolay uygulanabilir olmasi,
reaksiyon siiresinin kisaligi, verimin yiiksek olusu ve katalistin reaksiyon sonunda
geri kazanilarak tekrar kullanilabilmesi gibi avantajlara sahip oldugu goriilmektedir

(Trivedi ve ark., 2006).

R

NH; QO  InOTHs N, -CH(CHa),
+ HCR PR GH(CHy)5Hy
NH, N

Denklem 20
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Fenilendiamin, ketonlarla muamele edildiginde 2,2-disiibstitiie
benzimidazolinleri vermekte ve bu olusan iriin 1sitildii zaman 2-siibstitiie
benzimidazol ve hidrokarbon yapilarini vermek iizere parcalanmaktadir

(Denklem 21) (Elderfield ve Kreysa, 1948; Elderfield ve Mc Carthy, 1951).

N

@: SR + R—H
N
H
N
\>_R1 + R—H
N
H

R

N R N R A
+O:C\ —_— ><
NH2 1 H R1

Denklem 21

1.6.6. Diger yontemler

A. o-Fenilendiaminler ile 2-metiltiyopsoddoiire siilfat ve metilkloroformat karisimi
arasindan, bazik ortamda 1H-benzimidazol-2-karbamatlar elde edilmektedir
(Denklem 22). Antihelmentik etkili Mebendazol bu yolla sentezlenmistir.
(Raeymaekers ve ark., 1978).

NH

O I (0]
Ph_& NH H3C—S—C—NH, ;H2804 Ph—ld N
\@ + \©[ S—NH-COOCH;
NH,  CH3COCI / NaOH / CH3COOH N
Denklem 22

B. 3,4-Diaminobenzofenon ile siyanojenbromiir sulu ortamda muamele edildiginde,
2—amino—5(6)-benzoil-1H-benzimidazol elde edilir (Denklem 23) (Ohemeng ve
Roth, 1991).

NH, CNBr N\_
NH;
O\\ 4 O% /
/C NH> C E

Ph Ph”

Y

Denklem 23
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tasarlanan Tiirevlerin Sentezi

2.1.1. Ticari Olmayan Baslangic Maddelerinin Sentezi

4-Amino-3-nitrobenzonitril’deki nitril grubu, Pinner reaksiyonu ile, kuru HCl gaz ile
doyurulmus mutlak etanol i¢inde imidat esterine doniistiiriildii. Fazla stabil olmayan
olmayan imidat esteri, amonyak gazi ile doyurulmus mutlak etanol kullanilarak,
4-amino-3-nitrobenzamidin HCI (1) bilesigi hazirland1 (Tidwell ve ark., 1978). Bu
bilesikteki nitro grubu Parr apareyinde Pd/C katalizorliigiinde hidrojen gazi ile
rediiklenerek, 3,4-diaminobenzamidin HCI (2) elde edildi (Fairley ve ark., 1993).
3,4-diamino-benzamidin HCI (2)’iin polifosforik asit varliginda (Hein ve ark., 1957)
3,4-dinitrobenzoik asit ile imidazol siklizasyonu ile,  2-(3,4-dinitrofenil)-1H-
benzimidazol-5-karboksamidin (3) sentezlendi. Daha sonra, katalitik hidrojenasyon
ile her iki nitro grubu rediiklenerek, 2-(3,4-diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-

karboksamidin (4) bilesigine ulasildi (Sema 4).

/@ENHgKuru HCI gaz NH2  NH, gaz NH,
NG NO, Abs.EtOH  C2HsO NO, Abs.EtOH HzN NO,

NH HCI NH HCI

NO

Q
C NO, H
Hy, P/C NHy g )—@—No
= . 2
H2N NH,  Polifosforik Asit HoN N

NH Hcl 160 °C NH

2
NH,
>—< ;}—NHZ
4

z ZT

Ha, PA/C HQN]/@
NH

Sema 4. Baslangic Maddelerinin Sentezi
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2.1.2. Eter Yapis1 Tasiyan Aldehit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

2-Fluoro, 4-fluoro, 2,5-difluoro benzaldehitin p-klorofenol ile ve 4-fluoro

benzaldehitin 3,4-dimetoksifenol ile K,COs3’li ortamda dimetilasetamid (DMAC)

icindeki reaksiyonuyla eter yapisi tasiyan aldehit tiirevi bilesikler (5-8) sentezlendi

(Sema 5) (Yeager ve Schissel, 1991; Yeager ve Schissel, 1995).

2-Fluoro
2,5-Difluoro
4-Fluoro
4-Fluoro

S X 0o
— DMAC —

X4 R

4-Kloro 5 2-(4-Klorofenoksi)

4-Kloro 6 5-Fluoro-2-(4-klorofenoksi)
4-Kloro 7 4-(4-Klorofenoksi)
3,4-Dimetoksi 8 4-(3,4-Dimetoksifenoksi)

Sema 5. Eter Yapisi Tagiyan Aldehit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

2.1.3. Aldehitlerin Na,S,0s Katim Uriinlerinin Hazirlanmasi

O CH-50,Na

GUENS Ml e
SO3Na

aq
a
as
a
as
ag
az
ag
ag
a4
aqq
a2
a3
aqg
a5
a4

a1-a46 a;7 1-Naftil
R a;g 2-Naftil
2-Fluoro
4-Fluoro
3,4-Difluoro
4-tert-Butil
3-tert-Butil-2-hidroksi
2-Kloro-5-trifluorometil
3,5-Bis(trifluorometil)
3,5-Dimetoksi
3,4-Dimetoksi
4-Benziloksi
4-Benziloksi-3-metoksi
3,4-Dibenziloksi
2-(4-Klorofenoksi)
5-Fluoro-2-(4-klorofenoksi)
4-(4-Klorofenoksi)
4-(3,4-Dimetoksifenoksi)

Sema 6. Aldehitlerin Na,S,05 Katim Uriinlerinin Hazirlanmas1
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Ticari olarak satin alinan ve sentezlenen aldehit tiirevi bilesikler etanolde ¢oziildii.

Na,S,0s’in sudaki ¢ozeltisi aldehit ¢ozeltisinin lizerine damlatilarak karistirildi ve boylece

katim iiriinleri (a;-a;g) elde edildi (Sema 6) (Ridley ve ark., 1965).

2.1.4. Amidin Grubu Iceren Bis-benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

Hedeflenen sonug iiriinler, 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin
(4) bilesiginin, aldehitlerin Na,S,05 katim iiriinleri (aj-a;g) ile dimetilformamid
icerisindeki reaksiyonuyla elde edildi. (Ridley ve ark., 1965). Ham iiriinler, kolon
kromatografisi ile, klorofom : metanol : amonyum hidroksit solvan karigimi
(Czarny ve ark., 1996) kullanilarak saflastirildi. Bilesiklerin HCI tuzlar (9-26), HCI

gaz1 gecirilmis alkol- eter karisimi igcinde elde edildi (Sema 7).

NaO3S>_</j7R 3
N 2.2\ 4
HO — ——R

H NHz aj-a16 H Ny 5
N 1) DMF, 100 °C N 6
/ NHy ———— P NH
H2N N 2) KUrU HCl gaZ H2N N
Metanol
NH NH HCI
4
aq7-aqg R
1) DMF, 100 °C 9 2-Fluoro
2) Kuru HCl gaz 10 4-Fluoro
Metanol 11 3,4-Difluoro
7 N\ 12 4-tert-Butil

§ NY — 13 3-tert-Butil-2-hidroksi
NH 14 2-Kloro-5-trifluorometil
HoN N/ 15 3,5-Bis(trifluorometil)

16 3,5-Dimetoksi

NH HCI 17 3,4-Dimetoksi
25 1-Naftil 18 4-Benziloksi
26 2-Naftil 19 4-Benziloksi-3-metoksi

20 3,4-Dibenziloksi

21 2-(4-Klorofenoksi)

22 5-Fluoro-2-(4-klorofenoksi)
23 4-(4-Klorofenoksi)

24 4-(3,4-dimetoksifenoksi)

Sema 7. Amidin Grubu igeren Bis-benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezi
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2.2. Materyal ve Yontem

2.2.1. Sentez Edilen Maddelerin Analitik incelemelerinde Uygulanan Yo6ntemler

2.2.1.1. Kromatografik Analizler

Sentez calismalar1 esnasinda reaksiyonlarin yiiriiyiisiinii izlemek, elde edilen
riinlerin saflik derecelerini saptamak amaci ile ince tabaka kromatografisinden
(ITK) yararlanilmistir. Bu amagla Kieselgel-60 GF,sq (Merck) kapli aluminyum
plaklar kullanilmistir. Lekelerin belirlenmesinde 254 nm dalga boyundaki UV
1s1gindan yararlanilmistir. Kolon kromatografisi icin ara basamaklarda silicagel 60,
0.040-0.060 mm (230-400 mesh); sonug iiriinlerde ise silicagel 60, 0.063-0.200 mm
(70-230 mesh) kullanilmstir.

Sentezlenen bilesiklerin, ters faz yiiksek basincli sivi kromatografisi (RP-
HPLC) yontemi ile retansiyon zamanlan (tg) saptanmistir. Bu amagla, 4.6 mm
capinda, 250 mm boyunda C-18 X terra kolon (Waters) kullanilmistir. Mobil faz akis
hizi 0.8 ml/dak. olarak uygulanmistir. Mobil faz ve sonuclar sayfa 148’de kapasite

faktor hesaplanmasi béliimiinde verilmistir.

2.2.1.2. Erime Noktas1 Tayinleri

Erime noktasi tayini, Biichi B-540 kapiller erime noktas1 cihazi ile yapilmis ve

sonuclar diizeltilmeden verilmistir.

2.2.1.3. Elementel Analiz *

Elementel analizler, Leco CHNS 932 Elementel analiz cihaz1 ile gerceklestirilmistir.
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2.2.1.4. Spektral Analizler

NMR Spektrumlar: * (‘H, C, F, 2D-COESY, 2D-HSQC)

NMR  spektrumlari, Varian  Mercury-400 FT-NMR  spektrometresinde

gerceklestirilmistir.

Kiitle (MASS) Spektrumlanr *

Kiitle (Mass) analizleri, Waters ZQ mikromass LC-MS spektrometresinde,

Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi ile gerceklestirilmistir.

infrared (IR) Spektrumlar: *

Infrared (IR) analizleri Jasco FT/IR-420 spektrofotometresinde KBr (Merck) diski

hazirlanarak yapilmistir.

2.2.2. Sentez islemlerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler

4-Amino-3-nitrobenzonitril ~ (Aldrich), 3,4-dinitrobenzoik  asit  (Lancaster),
2-fluorobenzaldehit (Aldrich), 4-fluorobenzaldehit (Fluka), 2,5-difluorobenzaldehit
(Aldrich), 3,4-difluorobenzaldehit (Aldrich), 4-tert-biitilbenzaldehit (Aldrich),
3-tert-butil-2-hidroksibenzaldehit (Aldrich), 2-kloro-5-(trifluorometil)benzaldehit
(Aldrich), 3,5-Bis (trifluorometil) benzaldehit (Aldrich), 3,5-dimetoksibenzaldehit
(Aldrich), 3,4-dimetoksibenzaldehit (Aldrich), 4-benziloksibenzaldehit (Aldrich),
4-benziloksi-3-metoksibenzaldehit (Aldrich), 3,4-dibenziloksibenzaldehit (Aldrich),
1-naftaldehit  (Aldrich),  2-naftaldehit = (Aldrich), 4-klorofenol  (Fluka),
3,4-dimetoksifenol (Aldrich), polifosforik asit (Acros Organics), palladyum-karbon
(Fluka), selit (Fluka), sodyum metabisiilfit (Fluka), N,N-dimetilformamid (Merck),
N,N-dimetilasetamid (Riedel-deHaen), hidroklorik asit (Riedel-deHaen), siilfiirik asit
(Riedel-deHaen), sodyum hidroksit (Riedel deHaen), potasyum karbonat (Merck),
mutlak alkol (Riedel-deHaen), metanol (Riedel-deHaen), diklorometan (Merck),
kloroform (Merck), n-hekzan (Riedel-deHaen), etilasetat (Meck), amonyak (Merck),
dietileter (Fluka).

* Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Baslangic Maddelerinin Sentezi

3.1.1. 4-Amino-3-nitrobenzamidin HCI (Bilesik 1)
NH»
HoN NO,
NH HCI
2.445 g 4-Amino-3-nitrobenzonitril, kuru HCl gazi ile doyurulmus 20 ml absolu
etanol icinde agz1 sikica kapatilmig balon igerisinde 3 giin oda sicakliginda
karnistirlldi. Baslangic maddesi tamamen tiikendikten sonra iizerine kuru eter ilave
edilerek imidat esteri ¢oktiiriildii ve siiratle vakumda siiziiliip kuru eterle yikandiktan
sonra vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen imidat esteri, amonyak gazi ile
doyurulmus 15 ml absolu etanol icerisinde oda sicaklifinda 2 giin karistirildi. Etanol

diisiik basing altinda uguruldu ve kalan madde eterle yikandi ve kurutuldu. 2.750 g
tiriin elde edildi. E.n: >300 °C (E.n: >300 °C, Fairley ve ark.,1993).

3.1.2. 3,4-Diaminobenzamidin HCI (Bilesik 2)
NH;
HaN NH,
NH HCI

1.012 g 4-Amino-3-nitrobenzamidin HCI (1), 50 ml etanolde ¢6ziindii, 0.100 g %10
Pd-C katalizorliigiinde oda sicakliginda 35 psi basing altinda hidrojen gazi tiiketimi
bitinceye kadar rediiksiyona devam edildi. Katalist selit tizerinden siiziilerek ayrildi
ve etanol uguruldu. 0.700 g iiriin elde edildi. E.n: 238-239 °C (E.n: 237-239 °C,
Fairley ve ark.,1993).

Elementel Analiz = C;H,,N, * 1.15 HCI
%C %H %N

Hesaplanan 43.76 5.85 29.16
Bulunan 4331 6.05 2943
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3.1.3. 2-(3,4-Dinitrofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (Bilesik 3)

HoN. /( j:

NH

NO,

0.575 g (30 mmol) 3.,4-Diaminobenzamidin HCIl (2) ve 0.635 g (30 mmol)

Zz. ZT

3,4-dinitrobenzoik asit 20 ml polifosforik asit i¢erisinde 160 °C da 5 saat karistirild.
Reaksiyon ortam1 buzlu suya dokiildii ve % 40’lik NaOH cozeltisi ile baziklestirildi.
Cokelek siiziildii ve su ile yikandi. % 46 verimle 0.450 g kirmizi-turuncu renkli iiriin

elde edildi. E.n.: >300 °C

Elementel Analiz = C14H10N604 ' 3H20
% C % H % N

Hesaplanan 44.21 4.24  22.09
Bulunan 4435 3776  21.83

Kiitle m/z (ESI+) : 327(M+1, 100).

Spektrum 1. Bilesik 3’iin kiitle spektrumu
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Spektrum 2. Bilesik 3’iin 'H-NMR spektrumu

6 { H1 2 3 Nvoz
HaN._ 3 N 2 2
4 3 6' 5

'"H-NMR § ppm (DMSO-d¢+D,0): 7.36(dd, 1H, H-6', J,=8.4 Hz, J,=1.6 Hz),
7.59(d, 1H, H-5', J,=8.4 Hz), 8.05(d, 1H, H-2', Jm=1.2), 8.21(d, 1H, H-7, J,=8.4 Hz),
8.62(dd, 1H, H-6, J,=8.4 Hz, J,=2 Hz), 8.76(d, 1H, H-4, J,=2 Hz).

BC.NMR & ppm (DMSO-d¢+D;0): 117.05(C-5"), 117.83(C-2), 118.85(C-6)),

118.96, 122.82(C-4) , 127.01(C-7), 130.69(C-6), 140.22, 143.98, 144.25, 148.40,
153.34, 160.96(C-2), 167.33(C-amidin)

83



Spektrum 3. Bilesik 3’iin gCOSY spektrumu
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Spektrum 4. Bilesik 3’iin gHSQC spektrumu
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IR (KBr) em™ : 1654 (C=NH gerilim bandz).

Spektrum 5. Bilesik 3’{in IR spektrumu
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3.1.4. 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (Bilesik 4)

NH

NH,

0.400 g (15 mmol) 2-(3,4-dinitrofenil)- 1 H-benzimidazol-5-karboksamidin (3), 30 ml

z. ZT

etanolde ¢oziildii. 0.100 g %10 Pd-C katalizorliigiinde oda sicaklifinda 35 psi basing
altinda hidrojen gaz1 tiiketimi bitinceye kadar rediiksiyona devam edildi. Katalist
selit iizerinden siiziilerek ayrildi ve etanol uguruldu. 0.240 g sarims1 beyaz iiriin % 73

verimle elde edildi. E.n.: 98-105 °C (bubling) (Lombardy ve ark., 1996).

Elementel Analiz = C,,H,N4"1.66 H,O - C,HcO
%C %H %N

Hesaplanan 56.14 6.86  24.55
Bulunan 56.14 635 24.22

Kiitle m/z (ESI+) : 267(M+1, 100).

Spektrum 6. Bilesik 4’iin kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-de): 4.67(s, 2H, NH»), 4.99(s, 2H, NH,), 6.59(d, 1H, J,=8
Hz), 7.25(dd, 1H, J,=8.4 Hz, J,=2 Hz), 7.41(d, 1H, J,=2 Hz), 7.47(d, 1H, J,=8.4
Hz), 7.54(dd, 1H, J,=8.4 Hz, J,=1.6 Hz), 7.90(s, 1H).

Spektrum 7. Bilesik 4’tin "H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™ : 1660 (C=NH gerilim bandi).

Spektrum 8. Bilesik 4’iin IR spektrumu
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3.2. Eter Yapisi Tasiyan Aldehit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

3.2.1. 2-(4-Klorofenoksi) benzaldehit (Bilesik 5)

Cl@O 9
©/CH

1.24 g (10 mmol) 2-Fluorobenzaldehit, 1.28 g (10mmol) 4-klorofenol, 2 g K,CO;
5 ml dimetilasetamid icerisinde 140 °C’de 4 saat karstirildi. Daha sonra reaksiyon
ortamina distile su eklendi. Coken madde kurutulduktan sonra, n-hekzan’dan
kristallendirildi. % 63 verimle 1.46 g iiriin saf iiriin elde edildi. E.n.: 55 °C (E.n:
56.5-57 °C, Yeager ve Schissel, 1995).

"H-NMR § ppm (CDCly) : 6.88(d, 1H, J,=8 Hz), 7.00(d, 2H, J,=8.4 Hz), 7.20(t,
1H, J,=7.6 Hz), 7.32(d, 2H, J,=8.4 Hz), 7.52(m, 1H), 7.93(dd, 1H, J,=7.6 Hz, J,=1.6
Hz), 10.47(s, 1H).

Spektrum 9. Bilesik 5’in 'H-NMR spektrumu
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3.2.2. 5-Fluoro-2-(4-klorofenoksi) benzaldehit (Bilesik 6)

1.42 g (10 mmol) 2,5-Difluorobenzaldehit, 1.28 g (10 mmol) 4-klorofenol, 2 g
K>CO; 5 ml dimetilasetamid igerisinde 140 °C’de 4 saat kanstirildi. Reaksiyon
ortamina 10 ml distile su eklendi, asetik asit ile notralize edildi. Etilasetat ile
ekstraksiyon yapildiktan sonra ¢oziicii uguruldu. Yagimsi ham iiriin n-hekzan :
etilasetat (1:1) ile kolon kromatografisi ile saflastirilarak, % 44 verimle 1.100 g {iriin

elde edildi. E.n.: 87 °C.
'H-NMR & ppm (CDCly): 6.91(dd, 1H, J=9.2 Hz, J=4 Hz), 6.97(d, 2H, J,=8.8 Hz)

7.22-7.27(m, 1H), 7.31(d, 2H, J,=9.2 Hz), 7.58(dd, 1H, J=8.4 Hz, J=3.6 Hz),
10.37(d, 1H, J=2.8 Hz).

Spektrum 10. Bilesik 6'nin "H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (CDCl3): 114.36, 114.60, 120.24, 121.03, 121.11, 122.95, 123.18,
128.39, 128.46, 129.70, 130.41, 155.50, 155.70, 157.73, 160.18, 188.07.

90



3.2.3. 4-(4-Klorofenoksi) benzaldehit (Bilesik 7)

0]

o
(@)

Cl

1.24 g (10 mmol) 4-Fluorobenzaldehit, 1.28 g (10mmol) 4-klorofenol, 2 g K,COs
5 ml dimetilasetamid igerisinde 140 °C’de 4 saat karistirildi. Reaksiyon ortamina
10 ml distile su eklendi, asetik asit ile notralize edildi. Diklorometan ile ekstraksiyon
yapildiktan sonra ¢oziicii ucuruldu. Yagims: ham iiriin n-hekzan : etilasetat (4:1) ile
kolon kromatografisi ile saflagtirilarak, % 53 verimle 1.220 g iiriin elde edildi. E.n.:

47 °C (E.n: 47-48.5 °C, Yeager ve Schissel, 1991)

'H-NMR & ppm (CDCl3): 7.00-7.05(m, 4H), 7.34(d, 2H, J,=8.4 Hz), 7.83(d, 2H,
J,=8.4 Hz), 9.90(s, 1H).

Spektrum 11. Bilesik 7°nin 'H-NMR spektrumu
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3.2.4. 4-(3,4-Dimetoksifenoksi) benzaldehit (Bilesik 8)

o
(@)

HaCO
OCHs

1.24 g (10 mmol) 4-Fluorobenzaldehit, 1.54 g (10mmol) 3,4-dimetoksifenol,
2 g K»CO3; 5 ml dimetilasetamid icerisinde 140 °C’de 4 saat karistirildi. Reaksiyon
ortammma 10 ml distile su eklendi, asetik asit ile notralize edildi. Etilasetat ile
ekstraksiyon yapildiktan sonra ¢oziicii uguruldu. Yagims: ham madde n-hekzan :

etilasetat (2:1) ile kolon kromatografisi ile saflastirilarak, % 41 verimle 1.05 g iiriin

elde edildi. E.n.:115 °C

Kiitle m/z (ESI+) : 259 (M+1, 100).

Spektrum 12. Bilesik 8’in kiitle spektrumu

BC.NMR § ppm (CDCLy): 56.27, 56.49, 105.38, 112.06, 112.29, 117.07, 131.22,
132.16, 146.75, 148.65, 150.40, 164.17, 190.91.
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"H-NMR § ppm (CDCls) : 3.84(s,3H, O-CH3), 3.89(s,3H, O-CH3), 6.65(m, 2H),
6.85(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.01(d, 2H, J,=8.4 Hz), 7.80(d, 2H, J,=8.4 Hz), 9.90(s,1H).

Spektrum 13. Bilesik 8’in "H-NMR spektrumu

3.3. Aldehitlerin Na,S,0s Katim Uriinlerinin Hazirlanmasi

Baslangic maddesi olarak kullanilan aldehit etanolde ¢oziildii (Tablo 10). Na;S;05’in

sudaki ¢ozeltisi aldehit ¢ozeltisinin iizerine damla damla eklendi . Oda sicakliginda

20 dakika karigmasi saglandi. 2 Saat buzlukta bekletildikten sonra olusan ¢okelek

siiziildii.
Aldehitin NaZSZOs’ in
Aldehitin Miktar: Coziildiigii Etanol Na,S,0s Miktari Coziildiigii Distile

Miktari Su Miktari

30 mmol 100 ml 32¢g 10 ml

15 mmol 60 ml 1.6¢g 6 ml

7.5 mmol 30 ml 08¢g 3ml

3.25 mmol 20 ml 04¢g 2 ml

Tablo 10. Kullanilan aldehit, Na,S,0s ve ¢oziildiikleri solvan miktarlari.
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RZ 9H Na,S,05 R@‘.C)L'
= =/ SO,Na
a1-a16
Baslangicta Elde edilen
Bilesik R kullanilan katim iiriiniiniin | Verim
No aldehitin miktar miktari
a; 2-Fluoro 3720 g 5470 g % 80
(30 mmol) (24mmol)
a, 4-Fluoro 3720 g 6.27¢g % 92
(30 mmol) (27.5 mmol)
az 3,4-Difluoro 426¢ 5.16 g % 70
(30 mmol) (21mmol)
a, 4-tert-Butil 243 ¢g 375¢g % 93
(15 mmol) (14 mmol)
a;s 4-tert-Butil-2-hidroksi 267¢g 228 ¢ % 54
(15 mmol) (8.1 mmol)
ag 2-Kloro-5-trifluorometil 0.675¢ 0.480g % 47
(3.25 mmol) (1.54 mmol)
as 3,5-Bis(trifluorometil) 0.785 g 0.510 g % 45
(3.25 mmol) (1.47mmol)
ag 3,5-Dimetoksi 250¢g 2.15¢ % 53
(15 mmol) (8 mmol)
ag 3,4-Dimetoksi 250¢g 2.95¢g % T3
(15 mmol) (11mmol)
ay 4-Benziloksi 1.59¢ 2.00g % 84
(7.5 mmol) (6.3 mmol)
ap 4-Benziloksi-3-metoksi 1.815¢g 2.075 % 80
(7.5 mmol) (6.0 mmol)
ap 3,4-Dibenziloksi 2385¢ 2910 ¢g % 92
(7.5 mmol) (6.90 mmol)
a; 2-(4-klorofenoksi) 0.755 g 0.570 g % 52
(3.25 mmol) (1.7 mmol)
ay 5-Fluoro-2-(4-klorofenoksi) 0.810 0.800 9% 70
(3.25 mmol) (2.25mmol)
ags 4-(4-klorofenoksi) 0.755 g 0.630 % 58
(3.25 mmol) (1.87 mmol)
g 4-(3,4-dimetoksi fenoksi) 0.840 g 0.760 g % 65
(3.25 mmol) (2.1mmol)

Tablo 11. Kullanilan benzaldehit tiirevi bilesiklerin ve Na,S,0s katim iiriinlerinin miktar1
ve % verimleri.
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HO.
CH_SOgNa

Q
\/\CH NapS,05 /\
7 %

a7 1-Naftil
aig 2-Naftil
Baslangicta kullamilan Elde edilen
Bilesik aldehitin miktar: katim iiriiniiniin | Verim
No miktar
a7 1.17¢g 1.330 % 68
(7.5 mmol) (5.1 mmol)
ass 1.17¢g 1.450 %74
(7.5 mmol) (5.57 mmol)

Tablo 12. Kullanilan naftaldehit tiirevi bilesiklerin ve Na,S,0s katim iiriinlerinin miktar1
ve % verimleri.

3.4. Amidin Grubu iceren Bis-benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

3.4.1. 2'-(2-Fluorofenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin HCI
(Bilesik 9)

NH HCI

z ZT

HoN

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.115 g (0.5 mmol) 2-fluorobenzaldehitin Na,S,0s katim iirtinii (a;) ile 2 ml
dimetilformamid igerisinde 6 saat 100 °C da 1sitildi. Reaksiyon ortamina distile su
eklenerek elde edilen ham iiriin kurutuldu ve kolon kromatografisi ile saflastirildi
(NH3; gaz1 ile doyurulmus 11:4:1 kloroform : metanol : amonyum hidroksit).
HCl gaz1 gecirilmis metanol-dietileter karigtmi icinde  HCl tuzu hazirlandi.

% 24 Verimle 0.045 g iiriin elde edildi. E.n: >300 °C.
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Elementel Analiz = C,H,sFN¢ "3 HCl *2.66 H,O

%C  %9H %N

Hesaplanan 47.79 445 1592
Bulunan 48.06 4.82 15.40

Kiitle m/z (ESI+) : 371 (M+1, 100).

Spektrum 14. Bilesik 9’un kiitle spektrumu

BC.NMR & ppm (DMSO-dg), baz : 115.01, 115.28, 116.4, 116.55, 117.14, 117.35,
118.59, 118.70, 121.61, 121.90, 122.44, 125.10, 125.78, 131.09, 132.80, 132.88,
140.26, 141.20, 141.44, 144.32, 149.05, 156.99, 158.98, 161.47, 166.80.
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"H-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 7.37-7.47(m, 2H), 7.54-7.62(m, 2H), 7.70(d, 1H,
J,=8.4 Hz), 7.76(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.11(s, 1H), 8.17(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.25(t, 1H,
J=8 Hz), 8.52(s, 1H).

Spektrum 15. Bilesik 9’un 'H-NMR spektrumu

IR (KBr) em?: 1677 (C=NH gerilim bandi).

Spektrum 16. Bilesik 9’un IR spektrumu
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3.4.2. 2'-(4-Fluorofenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin HCI
(Bilesik 10)

HoN N

NH HCI
0.100 g (0.375 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.085 g (0.375 mmol) 4-fluorobenzaldehitin Na,;S,0s katim iiriinii (az) kullanilarak,

3.4.1.”de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 23 Verimle 0.033 g iiriin elde edildi. E.n:
>300 °C.

Elementel Analiz = C,;HsFNy"3 HCl - 3 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 47.24 4.53 15.74
Bulunan 47.57 4.73 15.11

Kiitle m/z (ESI+) : 371 (M+1, 100).

Spektrum 17. Bilesik 10’un kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 7.39(t, 2H, J=8.4 Hz), 7.52(d, 1H, J,=8.4 Hz),
7.60(d, 1H, J,=8 Hz), 7.66(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.04(s,1H), 8.12(d, 1H, J,=8.4 Hz),
8.26(t, 2H, J=8 Hz), 8.42(s, 1 H).

Spektrum 18. Bilesik 10’un 'H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1680 (C=NH gerilim band)

Spektrum 19. Bilesik 10’un IR spektrumu
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3.4.3. 2'-(3,4-Difluorofenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin
HCl (Bilesik 11)

W ZT

HoN

pd

>_< />/NH
NH HCI

0.100 g (0.375 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.085 g (0.375 mmol) 3,4-difluorobenzaldehitin Na,;S,0s katim iiriinii (as)
kullanilarak 3.4.1.”de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 27 Verimle 0.040 g iiriin elde
edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C21H14F2N6 "3 HCI - 3.33 H20

%C %H %N

Hesaplanan 45.22  4.27 15.06
Bulunan 45.12 443 14.81

Kiitle m/z (ESI+) : 389 (M+1, 100).

Spektrum 20. Bilesik 11’in kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (CD;OD): 7.66(q, 1H, J=8.4 Hz), 7.96(dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,=1.6
Hz), 8.02-8.09(m, 3H), 8.16-8.21(m, 1H), 8.30-8.33(m, 2H), 8.67(d, 1H, J, =0.8
Hz).

Spektrum 21. Bilesik 11’in '"H-.NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1678 (C=NH gerilim band)

Spektrum 22. Bilesik 11’in IR spektrumu
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3.4.4. 2'-(4-tert-Butilfenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin HCI
(Bilesik 12)

HoN N

NH  HCI
0.160 g (0.6 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.160 g (0.6 mmol) 4-rert-butilbenzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii (a4) kullanilarak

3.4.1.°de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 41 Verim ile 0.100 g iiriin elde edildi.
E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C,sH,,N¢"3.3 HCI * 3 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 51.51 5.75 14.41
Bulunan 51.52  5.67 14.34

Kiitle m/z (ESI+) : 409 (M+1, 100)

Spektrum 23. Bilesik 12’nin kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (DMSO-dy), baz: 1.390(s, 9H, C(CHz)s), 7.52-7.60(m, 4H), 7.66(d,
1H, J,=8.8 Hz), 8.07(s, 1H), 8.17(d, 3H, J=8.8 Hz), 8.48(s, 1H).

Spektrum 24. Bilesik 12’nin 'H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 31.67, 35.25, 113.82, 115.17, 115.81, 115.98,

120.39, 122.00, 122.12, 126.35, 126.89, 127.10, 128.46, 140.55, 142.21, 143.25,
146.51, 153.22, 153.90, 159.43, 166.28.
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IR (KBr) em™ : 1679 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 25. Bilesik 12’nin IR spektrumu
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3.4.5. 2'-(3-tert-Butil-2-hidroksifenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCl (Bilesik 13)

CHs
ch_C_CHg
HO
H N
N NH
H,oN N/> <:§
NH HCl

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.140 g (0.6 mmol) 3-tert-butil-2-hidroksibenzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii (as)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 50 Verim ile 0.050 g iiriin

elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C,sH,,NO - 2.25 HCI - 2 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 55.34 5.62 1549
Bulunan 55.50 575 15.38

Kiitle m/z (ESI+) : 425 (M+1, 100)

Spektrum 26. Bilesik 13’iin kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (CD;0D): 1.40(s, 9H C(CH3)3), 6.84(t, 1H, J,=8 Hz), 7.32(dd, 1H,
Jo=7.6 Hz, J,=1.2 Hz), 7.65(dd, 1H, J,=7.6 Hz, J,=1.2 Hz), 7.80-7.84(m, 2H),
7.89(d, 1H, J,=8.4 Hz), 7.98( dd, 1H, J,=8, J.=2 Hz), 8.20(d, 1H, J,=0.8 Hz),
8.38(d, 1H, J,=1.2 Hz).

Spektrum 27. Bilesik 13’iin 'H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (CD;0D): 28.75, 34.83, 111.83, 114.44, 114.65, 115.32, 115.89,
116.42, 118.10, 123.04, 124.54, 125.61, 126.06, 130.09, 132.11, 135.58, 138.37,
153.25, 156.13, 158.05, 166.51.
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IR (KBr) em™ : 1682 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 28. Bilesik 13’iin IR spektrumu
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3.4.6. 2'-(2-Kloro-5-trifluorofenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 14)

Cl
N§:©\CF3

NH

zZ ZT

HoN

NH HCI
0.100 g (0.375 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.117 g (0.375 mmol) 2-kloro-5-trifluorometilbenzaldehitin Na,S,05 katim iiriinii

(ag) kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 21 Verim ile 0.036 g
iirin elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C,,H,,CIF;N¢ " 2.5 HC1 - 3.3 H,O

%C %9H %N

Hesaplanan 43.64 3.84 13.88
Bulunan 43.69 420 13.60

Kiitle m/z (ESI+) : 455 (M+1, 100), 457(M+1+2, 32)

Spektrum 29. Bilesik 14’iin kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 7.56(d, 1H, J,=8.4 Hz), 7.65(d, 1H, J,=8.8 Hz),
7.70(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.79-7.85(m, 2H), 8.06-8.08 (2H), 8.52(d, 1H, J,=1.2 Hz),
8.48(s, 1H).

Spektrum 30. Bilesik 14’iin '"H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1678 (C=NH gerilim band)

Spektrum 31. Bilesik 14’{in IR spektrumu
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3.4.7. 2'-(3,5-Bis(trifluorometil)fenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 15)

CF3

N\ CF3
>_< ;/NH

NH HCI

HoN

z. ZT

0.110 g (0.41 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.142 g (0.41 mmol) 3,5-(bistrifluorometil) benzaldehitin Na;S,0s katim iiriinii (a7)

kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 17 Verim ile 0.034 g iiriin

elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C23H14F6N6 "3 HCI ' 1.66 H20

%C %H %N

Hesaplanan 44.01 3.26  13.38
Bulunan 44.10 3.62 12.98

Kiitle m/z (ESI+) : 489 (M+1, 100).

Spektrum 32. Bilesik 15’in kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-dy), baz: 7.61(dd, 1H, J,=8.2 Hz, J,=1.8 Hz), 7.66(d, 1H,
Jo=8.4 Hz), 7.71(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.96(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.07-8.08 (2H), 8.41(s,
1H), 8.83(s, 2H).

Spektrum 33. Bilesik 15’in 'H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1678 (C=NH gerilim band)

Spektrum 34. Bilesik 15’in IR spektrumu
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3.4.8. 2'-(3,5-Dimetoksifenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin
HCI1 (Bilesik 16)

OCHj

N

~ OCH3
>_< />/NH

NH HCI

W ZT

HoN

pd

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.137 g (0.5 mmol) 3,5-dimetoksibenzaldehitin Na,S,0s katim {iriinii (ag)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 22 Verimle 0.045 g iiriin
elde edildi. E.n: 286-290 °C.

Elementel Analiz = C23H20N602 *3.25HC12 H20

%C %H %N

Hesaplanan 48.72 4.84 14.82
Bulunan 4892 494 14.58

Kiitle m/z (ESI+) : 413 (M+1, 100).

Spektrum 35. Bilegik 16’ nin kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-dg):3.91(s, 6H, O-CH;, O-CHz), 6.82(s, 1H), 7.72(s, 2H),
7.80(d, 1H, J,=8.4 Hz), 7.92(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.02(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.25(s, 1H),
8.47(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.81(s, 1H), 9.17(s, 2H), 9.51(s, 2H).

Spektrum 36. Bilesik 16’nin "H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1684 (C=NH gerilim band)

Spektrum 37. Bilegik 16’ nin IR spektrumu
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3.4.9. 2'-(3,4-Dimetoksifenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin
HCI (Bilesik 17)
OCHj
OCHjy
N

JaSas:

NH HCI

W ZT

HoN

pd

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.137 g (0.5 mmol) 3,4-dimetoksibenzaldehitin Na,S,0s katim {iriinii (ag)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 24 Verimle 0.050 g iiriin
elde edildi. E.n: 295-300 °C.

Elementel Analiz = C23H20N602 3 HCI 2 H20

%C %H %N

Hesaplanan 49.51 4.87 15.06
Bulunan 49.56 498 15.05

Kiitle m/z (ESI+) : 413 (M+1, 100).

Spektrum 38. Bilegik 17 nin kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-dy): 3.76(s, 3H, O-CHs), 3.81(s, 3H, O-CHs), 7.16(d, 1H,
J,=8.8 Hz), 7.64(dd, 1H, J,=8.6 Hz, J,=1.2 Hz), 7.75(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.86(d, 1H,
J;=8.4 Hz), 7.99(dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,,=2 Hz), 8.08 (d, 1H, J,=1.6), 8.10(s, 1H),
8.33(dd, 1H, J,=8.6 Hz, J,=1.2 Hz), 8.61(s, 1H), 9.03(s, 2H), 9.35(s, 2H)

Spektrum 39. Bilesik 17 nin "H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1682 (C=NH gerilim band)

Spektrum 40. Bilesik 17’nin IR spektrumu
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3.4.10. 2'-(4-(Benziloksi)fenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin
HCI (Bilesik 18)

HoN

NH HCI
0.100 g (0.375 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.118 g (0.375 mmol) 4-benziloksibenzaldehitin Na,S,0s katim iirtinii (a;9)

kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 20 Verim ile 0.036 g iiriin
elde edildi. E.n: 270-275 °C (bubbling)

Elementel Analiz = C28H22N6O 3.6 HCl" 3 H20 0.5 C2H6O

%C %H %N

Hesaplanan 52.23  5.22  12.60
Bulunan 52.56 537 12.54

Kiitle m/z (ESI+) : 459 (M+1, 100).

Spektrum 41. Bilesik 18’in kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-dg): 5.27(s, 2H, O-CH,-), 7.35-7.50(m, 7H), 7.77(dd, 1H,
J,=8.4 Hz, J.=1.6 Hz), 7.89(d, 1H, J,=8.4), 7.99(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.23(s, 1H),
8.45-8.49(m, 3H), 8.77(s, 1H), 9.18(s, 2H), 9.50(s, 2H).

Spektrum 42. Bilesik 18’in '"H-.NMR spektrumu

IR (KBr) em?: 1677 ( C=NH gerilim band)

Spektrum 43. Bilesik 18’in IR spektrumu

17



3.4.11. 2'-[4-(Benziloksi)-3-metoksifenil)-1H,1' H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HC1 (Bilesik 19)

0]
PO
N
NH HCI
0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.175 g (0.5 mmol) 4-(benziloksi)-3-metoksi benzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii

(arr) kullanilarak, 3.4.1.°de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 31 Verimle 0.075 g
liriin elde edildi. E.n: 265-270 °C (bubbling)

Elementel Analiz = C29H24N602 ©2.66 HC1 - 2 H20

%C %H %N

Hesaplanan 56.03 4.97 13.52
Bulunan 56.09 522 13.27

Kiitle m/z (ESI+) : 489 (M+1, 100).

Spektrum 44. Bilesik 19’un kiitle spektrumu

118



'H-NMR § ppm (DMSO-d¢): 3.82(s, 3H, O-CHs), 5.09(s, 2H, O-CH,-),
7.20-7.34(m, 6H), 7.62(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.71(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.82(d, 1H, J,=8.4
Hz), 7.96(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.08-8.09 (2H), 8.31(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.57(s, 1H),
9.07(s, 2H), 9.37(s, 2H).

Spektrum 45. Bilesik 19’un 'H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (DMSO-dg): 57.09, 70.79, 112.32, 113.68, 114.18, 115.19,
115.42, 116.18, 116.54, 122.95, 123.40, 124.02, 124.49, 125.46, 128.68, 128.81,
129.21, 133.55, 135.30, 136.98, 137.55, 140.66, 150.11, 151.66, 152.78, 153.45,
166.53,
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IR (KBr) em™ : 1675 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 46. Bilesik 19’un IR spektrumu
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3.4.12. 2'-(3,4-Dibenziloksifenil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 20)

O
N O
/

HoN N

NH HCI
0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.210 g (0.5 mmol) 3,4-bis(benziloksi) benzaldehitin Na,S,05 katim iiriinii (a;3)

kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 33 Verim ile 0.092 g iiriin
elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C35H28N602 "4 HCI 3.3 H20

%C %H %N

Hesaplanan 54.60 5.05 10.92
Bulunan 54.69 531 11.19

Kiitle m/z (ESI+) : 565 (M+1, 100).

Spektrum 47. Bilegik 20 nin kiitle spektrumu
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'H-NMR § ppm (DMSO-dg), baz : 5.21(s, 2H, O-CH,-), 5.23(s, 2H, O-CH,-),
7.25(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.33-7.35(m, 2H), 7.38-7.42(m, 4H), 7.47-7.54(m, SH),
7.60(d, 1H, J,=8.4 Hz), 7.65(d, 1H, J,=8 Hz), 7.80(dd, 1H, Jo=8.4 Hz, Jm=1.6 Hz),
7.97(d, 1H, J,=1.2 Hz), 8.06(s, 1H),. 8.14(dd, 1H, J,=7.8 Hz, J,;=1.4 Hz), 8.43(s,
1H).

Spektrum 48. Bilesik 20’nin 'H-NMR spektrumu

IR (KBr) em?: 1677 (C=NH gerilim band)

Spektrum 49. Bilesik 20’nin IR spektrumu
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3.4.13. 2'-[2-(4-Klorofenoksi)fenil]-1H,1' H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 21)

HoN
NH HCl

0.150 g (0.56 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.190 g (0.56 mmol) 2-(4-klorofenoksi)benzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii (a;3)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 28 Verimle 0.076 g iiriin
elde edildi. E.n: 290-295 °C. (bubbling)

Elementel Analiz = C,;H,¢CIN,O ‘3 HCI - 2.75 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 50.84 4.34  13.17
Bulunan 50.78 459 13.11

Kiitle m/z (ESI+) : 479 (M+1, 100), 481(M+1+2, 35)

Spektrum 50. Bilesik 21’in kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 7.01(d, 1H, J,=8 Hz), 7.18-7.20(m, 2H), 7.35(td,
1H, J,=7.6 Hz, J,=1.2 Hz), 7.47-7.56(m, 4H), 7.62(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.71(d, 1H,
J,=8.8 Hz), 8.06(d, 1H, J,=1.2 Hz), 8.15(dd, 1H, J,=8 Hz, Jm=1.6 Hz), 8.36(dd, 1H,
J,=7.6Hz, J,,=2 Hz), 8.51(d, 1H, J,,=1.2 Hz)

Spektrum 51. Bilesik 21’in 'H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (DMSO-dy), baz: 115.24, 116.12, 119.34, 120.10, 121.74, 121.92,
122.09, 122.25, 124.77, 126.28, 128.69, 130.57, 131.56, 132.32, 142.43, 144.25,
145.53, 145.60, 150.29, 155.00, 155.52, 158.31, 166.42.
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IR (KBr) em™ : 1675 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 52. Bilesik 21’in IR spektrumu
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3.4.14.  2'-[5-Fluoro-2-(4-Kklorofenoksi)- fenil]-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin (Bilesik 22)

H NS
N
/>_©/NH 0
T O iy
Cl

NH HCI

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.175 g (0.5 mmol) 5-fluoro-2-(4-klorofenoksi) benzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii
(a14) kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 42 Verimle 0.105 g
liriin elde edildi. E.n: 288-296 °C. (bubbling)

Elementel Analiz = C,;H,CIFNO ‘2 HCI1 3.3 H,O
%C %H %N

Hesaplanan 51.53 4.26  13.35
Bulunan 51.56  4.18 13.20

Kiitle m/z (ESI+) : 497 (M+1, 100), 499(M+1+2, 33)

Spektrum 53. Bilegik 22 nin kiitle spektrumu
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'H-NMR § ppm (DMSO-dy), baz: 7.10(dd, 1H, J,=8.8, J=4.8), 7.15-7.18 (m, 2H),
7.33-7.38(m, 1H), 7.44-7.46(m, 2H), 7.56(dd, 1H, J,=8, J.=1.6 Hz), 7.63(d, 1H, J,=8
Hz), 7.71(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.08-8.11(m, 2H), 8.15(dd, 1H, J,=8.6 Hz, J,=1.6 Hz),
8.51(s, 1H).

Spektrum 54. Bilesik 22’nin "H-NMR spektrumu

BC-NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 114.87, 115.26, 116.12, 116.33, 117.00, 117.25,
118.71, 118.93, 120.87, 121.53, 121.77, 122.03, 122.10, 122.36, 123.91, 124.00,
126.48, 128.48, 130.51, 140.26, 141.29, 142.57, 145.71, 149.45, 150.93, 156.01,
157.60, 158.46, 159.99, 166.60.

YF.NMR § ppm baz (DMSO-dg): -85
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IR (KBr) em™ : 1676 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 55. Bilesik 22’nin IR spektrumu
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3.4.15. 2'-[4-(4-Klorofenoksi)fenil]-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 23)

. T,
el

NH
HoN N
NH HCl

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.170 g (0.5 mmol) 4-(4-klorofenoksi)benzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii (a;s)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 38 Verimle 0.090 g iiriin
elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C,;H(NzClO 3 HCI -2 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 51.94 4.19 13.46
Bulunan 51.73 450 13.14

Kiitle m/z (ESI+) : 479 (M+1, 100), 481(M+1+2, 35)

Spektrum 56. Bilesik 23’iin kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm baz (DMSO-dg): 7.09-7.14(m, 4H), 7.44(d, 2H, J,=8 Hz), 7.52(d,
1H, J,=8.4 Hz), 7.59(d, 1H, J,=8.4 Hz), 7.64(d, 1H, J,=8 Hz ), 8.06(s, 1H), 8.12(d,
1H, J,=8.4 Hz), 8.23(d, 2H, J,=8.8 Hz), 8.44(s, 1H).

Spektrum 57. Bilesik 23’iin '"H-.NMR spektrumu

BC.NMR § ppm (DMSO-dg), baz: 114.03, 115.17, 116.02, 119.27, 120.81,
121.66, 121.84, 121.95, 126.12, 126.73, 128.56, 129.32, 130.73, 140.84, 142.49,
142.71, 145.90, 153.71, 155.60, 158.55, 158.83, 160.88, 166.52.
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IR (KBr) em™ : 1677 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 58. Bilesik 23’iin IR spektrumu

131



3.4.16. 2'-[4-(3,4-Dimetoksifenoksi)fenil]-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-
karboksamidin HCI (Bilesik 24)

O\©:OCH3
§ N\\//©/ OCHs
>_< >/NH
HoN NG

NH HClI

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.175 g (0.5 mmol) 4-(3,4-dimetoksifenoksi)benzaldehitin Na,S,0s katim iiriinii (as6)
kullanilarak, 3.4.1.’de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 28 Verimle 0.070 g iiriin
elde edildi. E.n: 295-300 °C. (bubbling)

Elementel Analiz = C,,H,,NcO; 3 HCl " 2 H,0

%C %9H %N

Hesaplanan 53.59 4.80 12.93
Bulunan 53.47 499 12.68

Kiitle m/z (ESI+) : 505 (M+1, 100).

Spektrum 59. Bilesik 24’iin kiitle spektrumu
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'H-NMR & ppm (DMSO-dg): 3.78 (s, 3H, O-CHs), 3.80(s, 3H, O-CH), 6.74(dd,
1H, J,=8.4 Hz, J,,=2.8 Hz), 6.88(d, 1H, J,,=2.8 Hz), 7.05(d, 1H, J,=8.8 Hz), 7.23(d,
2H, J,=8.4 Hz), 7.80(dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,=1.6 Hz), 7.91(d, 1H, J,=8.8 Hz), 8.06(d,
1H, J,=8.8 Hz), 8.25(d, 1H, J,;=0.8), 8.45-8.49(m, 3H), 8.79(d, 1H, J,=0.8), 9.19(s,
2H), 9.50(s, 2H).

Spektrum 60. Bilesik 24’iin '"H-NMR spektrumu

IR (KBr) em?: 1677 (C=NH gerilim band)

Spektrum 61. Bilesik 24’iin IR spektrumu
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3.4.17. 2'-(1-Naftil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin HCI
(Bilesik 25)

Zz ZT
Z‘ /)
T

HoN
NH HCI

0.135 g (0.5 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.130 g (0.5 mmol) 1-naftaldehitin Na,S,05 katim iiriinii (a;7) kullanilarak, 3.4.1.de
belirtildigi sekilde sentezlendi. % 22 Verimle 0.045 g iiriin elde edildi. E.n: >300 °C.

Elementel Analiz = C,sH {N¢"3.25 HCI * 3 H,O
%C %H %N
Hesaplanan 52.21 4.78 14.62
Bulunan 5238 499  14.55

Kiitle m/z (ESI+) : 403 (M+1, 100).

Spektrum 62. Bilesik 25’in kiitle spektrumu
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"H-NMR § ppm (CD;OD): 7.65-7.76(m, 3H), 7.95(dd, 1H, J,=8.4 Hz, J,=1.2 Hz),
8.03-8.10(m, 3H), 8.19(d, 2H, J,=8.4 Hz), 8.27(d, 1H, J,=8.4 Hz), 8.33(d, 1H, J,=0.8
Hz), 8.43(dd, 1H, J,= 8.4 Hz, J,=1.2 Hz), 8.81(s, 1H), 9.01(s), 9.50 ().

Spektrum 63. Bilesik 25’in 'H-NMR spektrumu

BC.NMR § ppm (CD;OD): 115.14, 115.21, 115.37, 116.04, 120.37, 121.26,
123.77, 125.29, 125.75, 126.16, 126.31, 127.60, 129.03, 129.20, 130.32, 130.89,
132.98, 133.04, 134.13, 134.34, 135.70, 136.34, 152.18, 152.95, 166.72.
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IR (KBr) cm™ : 1683 (C=NH gerilim band1)

Spektrum 64. Bilesik 25’in IR spektrumu
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3.4.18. 2'-(2-Naftil)-1H,1'H-2,5'-bis-benzimidazol-5-karboksamidin HCI
(Bilesik 26)

H S
H2N\H/©:N/>_©/NH
NH HCI
0.125 g (0.47 mmol) 2-(3,4-Diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4),
0.130 g (0.47 mmol) 2-naftaldehitin Na;S,0s katim iirtinii (azg) kullanilarak,

3.4.1.”de belirtildigi sekilde sentezlendi. % 31 Verimle 0.060 g iiriin elde edildi. E.n:
>300 °C.

Elementel Analiz = C,sHsNg* 3 HCI - 2.5 H,O

%C %H %N

Hesaplanan 53.92 4.71 15.09
Bulunan 53.96 486 14.74

Kiitle m/z (ESI+) : 403 (M+1, 100).

Spektrum 65. Bilesik 26’ nin kiitle spektrumu
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"H-NMR & ppm (DMSO-dg), baz: 7.51-7.61(m, 4H), 7.70(d, 1H, J;=8.4 Hz), 7.95-
8.06(m, 4H), 8.16(dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,=1.2 Hz), 8.36(dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,=1.6
Hz), 8.48(s, 1H), 8.77(s, 1H)

Spektrum 66. Bilesik 26'nin "H-NMR spektrumu

IR (KBr) em™: 1676 (C=NH gerilim band)

Spektrum 67. Bilegik 26’ nin IR spektrumu
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3.5. Sentez Edilen Tiirevlerin Mikrobiyolojik ve Sitotoksik Etkilerinin

Saptanmasi

3.5.1. Antiprotozoal ve Sitotoksik Aktivite Calismalar:

Bu caligmada sentezlenen bilesiklerin dort farkli protozoal parazite (Trypanosoma
brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani ve Plasmodium
falciparum) olan in vitro etkileri tarandi. Bu metotda bilesiklerin iki farkli
konsantrasyon degerinde (Konsantrasyon 1 = 4.85 uM ve Konsantrasyon 2 = 0.81
puM) iken yaptiklar1 % inhibisyon degerleri saptandi (Tablo 13). Aktivite kriterini (7.
b. rhodesiense, L. donovani ve P. falkiparum icin diisik konsantrasyonda
(konsanrasyon 2) > %50, T. cruzi i¢in yiiksek konsantrasyonda (konsantrasyon 1) >
%70 inhibisyon) saglayan bilesiklerin ICsy degerleri belirlendi (Tablo 14).
Bilesiklerin sican iskelet kast myoblast (L6) hiicrelerine olan sitotoksik etkileri ICsg

olarak saptandi.

Mikroorganizmalar:

Trypanosoma brucei rhodesiense STIB 900, faz tripomastigotes
Trypanosoma cruzi Taluen C4, faz amastigotes

Leishmania donovani MHOM-ET-67 / L82, faz amastigotes
Plasmodium falciparum K1, faz IEF

* Antiprotozoal ve sitotoksik aktivite caligmalari, Prof. Dr. Reto Brun koordinatorliigiinde
Isvicre Tropical Enstitiisii'nde yapilmustir.
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3.5.1.1. Trypanosoma brucei rhodesiense’ye Kars1 in vitro Antitripanosidal

Aktivite ve L6 Hiicrelerine Olan in vifro Sitotoksisite Tayini

Esas deney ortami (50 pl), Baltz ve ark. tarafindan (1985) belirtildigi sekilde
saglanir. 2-Merkaptoetanol ve 1s1 ile inaktive edilmis %15 at serumu, 96-kuyucuklu
mikroplakanin her bir kuyucuguna ilave edilir. Ardindan, sirali ila¢ diliisyonlart
tizerina eklenir. Daha sonra, her kuyucuga 50 pl tripanosoma siispansiyonu
(Trypanosoma brucei rhodesiense STIB 900) ilave edilir ve plaka 37°C’de %5 CO;
atmosferinde 72 saat inkubasyona birakilir. Bu siire sonunda, metabolik hiicre
fonksiyonu icin kullanilan bir indikator olan ve 12.5 mg Rezasurin’in 1 litre distile
suda coziilmesiyle elde edilen Alamar Blue (10 pl) her kuyucuga eklenir ve
inkubasyona devam edilir. 2-4 Saat sonra, bir mikroplaka fluorometre sisteminde
(Spectramax Gemini XS) dalga boyu 536 nm olan bir uyar1 ve dalga boyu 588 nm
olan bir emisyon kullanilarak plaka okunur (Raz ve ark., 1997). Fluoresans gelisimi
ICso degerleri olarak ifade edilir. Sitotoksisite, sican iskelet kast myoblast (L6)

hiicreleri kullanilarak, aym1 yontemle degerlendirilir.

3.5.1.2. Trypanosoma cruzi’ye Karsi in vitro Antitripanosidal Aktivite Tayini

96-Kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucuguna 2000 adet sican iskelet kasi
myoblast (L6) hiicreleri, 100 ul RPMI 1640 ortaminda %10 fetal sigir serumu (FBS)
ve 2mM L-glutamin ile birlikte ekilir. 24 Saat sonunda, ortam uzaklastirilir ve her bir
kuyucuk i¢in, B-galaktosidaz (Lac Z) geni iceren, 100 pl 5000 adet 7. cruzi Tulahuen
C2C4'tin tripomastigot formu ile degistirilir. 48 Saat sonra, ortam kuyucuklardan
uzaklastirtlir ve 100 pl ile taze hazirlanmis sirali ilag diliisyonu igeren ya da
icermeyen ortam ile degistirilir. 96 Saat siiren inkubasyondan sonra, plakalar, kontrol
grubunun gelisimini ve sterilite sartlarin1 garanti etmek igin, ters cevrilmis bir
mikroskop altinda kontrol edilir. Daha sonra, substrat olarak her kuyucuga 50 pl
klorofenol  kirmizi-B-D-galaktopiranozid (CPRG/Nonidet) eklenir. 2-6 Saat
icerisinde bir renk reaksiyonu gelisir ve 540 nm’de fotometrik olarak okunur.
Veriler, bir grafik programina transfer (Mikrosoft Excel) edilerek, sigmoidal

inhibisyon egrileri ¢izilir ve ICsy degerleri hesaplanir (Jones ve ark., 2005).
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3.5.1.3. Leishmania donovani’ye Karsi in vitro Antileishmanial Aktivite Tayini

L. donovani tiirtiniin amastigotlan MHOM / ET / 67 / L82, aksenik kiiltiirde, pH
5.4’de, 1s1 ile inaktive edilmis %10 FBS ilave edilmis SM ortaminda %5 CO,
atmosferinde 37°C’de iiretilir. 10° Amastigot iceren 100 pl’lik kiiltiir ortami, sirah
ilag diliisyonu ile birlikte ya da diliisyon ortam1 olmadan, 96-kuyucuklu
mikroplakalara ekilir. Inkubasyondan 72 saat sonra, plakalar, kontrol grubunun
gelisimini ve sterilite kosullarim1 garanti etmek igin, ters ¢evrilmis bir mikroskop
altinda kontrol edilir. Daha sonra, 12.5 mg Rezasurin’in 100 ml distile suda
coziilmesiyle elde edilen Alamar Blue (10 pl) her kuyucuga eklenir ve inkubasyona
devam edilir. 2 Saat sonra, bir Spectramax Gemini XS mikroplaka fluorometre ile,
dalga boyu 536 nm olan bir uyar1 ve dalga boyu 588 nm olan bir emisyon
kullanilarak, plakalar okunur. Veriler, Softmax Pro yazilimi kullanilarak analiz edilir.
Fluoresanstaki (inhibisyondaki) azalma, kontrol kiiltiirleri fluoresansinin yiizdesi
olarak ifade edilir ve ila¢ konsantrasyonlarina karsi grafigi cizilir. Sigmoidal

inhibisyon egrilerinden ICsy degerleri hesaplanir (Jones ve ark., 2005).

3.5.1.4. Plasmodium falciparum’a Karsi in vitro Antiplasmodial Aktivite Tayini

Antiplasmodiyal aktivite, Klorokin ve Primetamine direncli P. falciparum K1 tiirii
kullanilarak, modifiye edilmis [3H]—hip0ksantin inkorporasyon deneyi ile belirlenir
(Matile ve Pink., 1990). Insan kirmiz1 kan hiicreleri, %5 Albumax iceren RPMI 1640
ortamda, mikrokuyucuklu plakalarda sirali ilag diliisyonuna maruz birakilir.
1nkubasy0ndan 48 saat sonra, 37°C’de, indirgenmis oksijen atmosferinde, her bir
kuyucuga 0.5pCi [ HJ-hipoksantin ilave edilir. Kiiltiirler, 24 saat inkubasyona
birakilir. Daha sonra, cam pamugu filtre {izerinde toplanarak, distile su ile yikanir.
Radyoaktivite, Betaplate™ sayac kullamlarak hesaplanir. Sonuglar, her bir ilag
konsantrasyonunda her bir kuyucukta dakika basina say1 (CPM, counts per minute)
olarak kaydedilir ve kontrol yiizdesi olarak ifade edilir. Sigmoidal inhibisyon

egrilerinden 1Csy degerleri hesaplanir (Jones ve ark., 2005).
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T. b. rhodesiense

T. cruzi

L. donovani

P. falciparum

Konsantrasyon 1

Konsantrasyon 2

Konsantrasyon 1

Konsantrasyon 2

Konsantrasyon 1

Konsantrasyon 2

Konsantrasyon 1

Konsantrasyon 2

Bilesik No * (4.85uM) (0.81uM) (4.85uM) (0.81uM) (4.85uM) (0.81uM) (4.85uM) (0.81uM)
% Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon | % Inhibisyon

9 99.0 98.6 0.0 0.0 16.4 0.0 100.0 100.0
10 * 0.0 0.0 15.5 0.0 *
11 99.5 97.7 21.6 0.0 30.1 2.7 100.0 100.0
12 98.5 53.1 9.0 0.0 65.7 9.3 100.0 100.0
13 91.8 0.0 0.0 0.0 52.0 74 100.0 100.0
14 88.7 14.7 6.2 0.0 73.3 12.2 100.0 100.0
15 97.4 194 0.0 0.0 2.5 0.0 100.0 98.5
16 99.2 85.3 0.0 0.0 52.5 5.6 100.0 100.0
17 99.4 99.4 0.0 0.0 51.7 0.6 100.0 100.0
18 99.4 77.0 0.0 0.0 30.7 0.0 100.0 100.0
19 99.4 97.7 0.0 0.0 26.1 0.0 100.0 100.0
20 99.3 63.1 0.0 0.0 23.8 0.0 100.0 99.5
21 39 10.1 0.0 6.2 29.5 5.9 100.0 97.1
22 86.0 59 0.0 59 29.0 7.8 100.0 97.5
23 99.1 90.5 0.0 0.0 36.0 3.8 100.0 100.0
24 99.6 99.3 0.0 0.0 68.5 3.5 100.0 100.0
25 99.1 61.0 0.0 0.0 2.3 0.0 100.0 100.0
26 * 0.0 0.0 25.2 0.0 *

* % Inhibisyon degerleri yapilmaksizin ICs,’leri tayin edilmis ve Tablo 14’de verilmistir.

Standartlar

Melarsoprol : T.b.rhodesiense icin 0.015 pg/ml konsantrasyonda % 99.7, 0.003ug/ml konsantrasyonda % 74.5
Benznidazol : T.cruzi i¢in 1.2 pg/ml konsantrasyonda % 96, 0.2ug/ml konsantrasyonda % 64.8 , ICso= 0.30 pg/ml

Miltefosin

Artemisinin : P. falciparum i¢in 0.012 pg/ml konsantrasyonda % 100, 0.002 pg/ml konsantrasyonda % 70.2

Tablo 13. Sentezlenen bilesiklerin 4.85 uM ve 0.81 uM konsantrasyondaki % inhibisyon olarak antiprotozoal etkileri.
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T. b. rhodesiense P. falciparum K1 Sitotoksisite L6
Melarsoprol Klorokin Podofilitoksin
Bilesik IC50 ICSO ICSO IC50 IC50 IC50
9 0.08 0.003 0.007 0.086 26.8 0.006
10 0.041 0.003 0.010 0.053 2.48 0.006
11 0.33 0.003 0.015 0.086 29.8 0.006
12 1.06 0.003 0.031 0.086 13 0.006
13 * Tespit Edilmedi 0.211 0.087 13.4 0.007
14 * Tespit Edilmedi 0.064 0.088 31.8 0.007
15 * Tespit Edilmedi 0.630 0.087 76.8 0.007
16 0.594 0.003 0.017 0.086 25.5 0.007
17 0.06 0.004 0.008 0.086 >90 0.007
18 0.81 0.003 0.017 0.086 17.4 0.006
19 0.57 0.003 0.023 0.086 19.8 0.007
20 1.061 0.003 0.061 0.086 >90 0.006
21 * Tespit Edilmedi 0.193 0.088 >90 0.007
22 % Tespit Edilmedi 0.634 0.087 >90 0.007
23 0.708 0.003 0.028 0.086 46 0.006
24 0.036 0.004 0.015 0.086 29.4 0.007
25 0.48 0.003 0.016 0.086 8.72 0.006
26 0.389 0.004 0.016 0.055 34.7 0.006

* Bilesik 13, 14, 15, 21 ve 22 i¢in, etki taramasinda aktivite kriterini saglamadiklarindan
dolay1 ICs, degerleri tespit edilmemistir.

Tablo 14. Aktivite kriterini saglayan bilesiklerin ICsy (ug/ml) degerleri ve tiim
bilesiklerin L6 hiicrelerine olan sitotoksik etki ICsy (ug/ml) degerleri.
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3.5.2. Sentez Edilen Tiirevlerin Candida albicans ve Candida krusei’ye Olan

Antifungal Etkilerinin Saptanmasi :

Bu calismada sentezlenen bilesiklerin in vitro antifungal etkilerinin belirlenmesi
amaciyla “Makrodiliisyon Broth Yontemi”  kullanilmistir. Flukonazol standart

madde olarak secilmistir.

Mikroorganizmalar :

Candida albicans ATCC 10231
Candida krusei  ATTC 6258

Besiyerleri :

Mikroorganizmalarin 24-48 saatlik kiiltiirleri Sabouraud Dektroz Agar (SDA)
(Oxoid)’da yapildi. Bu taze Kkiiltirler deneyde mikroorganizmalarin belirli

konsantrasyonlardaki siispansiyonlarinin hazirlanmasinda kullanildi.
3.5.3. Tiip Diliisyon Yontemi

Makrodiliisyon Broth yonteminde (Shadomy ve Pfaller, 1991) antifungal
aktivitenin belirlenmesinde asparjin (% 0.15) ve glukozla (% 1) zenginlestirilmis
Yeast-Nitrogen Base (YNB) (Difco) besiyeri kullanildi. Filtrasyonla sterilize edilen
ve 1/10 kullanim konsantrasyonuna steril distile su ile diliie edilen besiyeri her sus ve
her madde i¢in 8’er tiipliik seriler halinde 1’er ml steril tiiplere boliindii. Bilesiklerin
tartimlar1 yapilarak steril distile suda hazirlanan % 50’lik dimetilsiilfoksit
(DMSO)’de ¢oziildii. Her serinin birinci tiiptine 1 ml ¢ozelti aktarilip iki kat seri
dilisyonlar1 yapildi. Son tiipten alman 1 ml diliisyon disarn atildi
Mikroorganizmalarin Sabouraud Dektroz Agar’da 24-48 saatlik kiiltiiriinden 5 ml
steril serum fizyolojik icinde hazirlanan 0.5 McFarland bulanikligindaki
siispansiyonlari, yine serum fizyolojik i¢inde 10 kat sulandirildiktan sonra
zenginlestirilmis  Yeast-Nitrogen Base besiyerinde 100 kat sulandirildi
(1.105 CFU/ml). Bu karistmdan kendi serilerinin tiiplerine 1’er ml aktarildi. {lk deney
tiipiinde madde konsantrasyonu 50 pg/ml ve DMSO konsantrasyonu % 12.5 oldu.
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Her seride ilk tiip yiitksek DMSO konsantrasyonu nedeniyle deneylerde hesaba
katilmadi, boylece solvan etkisi (DMSO) tamamen bertaraf edilmis oldu. Kontrol
maddesi olarak kullanilan Flukonazol’un da aymi sekilde diliisyonlar1 hazirlandi.
35 °C de 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra her seride ve kontrol serisinde iiremenin

goriilmedigi son tiipteki madde miktar1 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

(Tablo 15) olarak belirlendi.

C. albicans C. krusei
Bilesik MIK pg/ml MiK pg/ml

9 12.5 12.5

10 25 12.5

11 25 25

12 1.56 12.5

13 3.12 6.25

14 Test Edilmedi Test Edilmedi

15 50 25

16 50 50

17 25 25

18 12.5 25

19 25 50

20 25 50

21 50 50

22 50 50

23 25 25

24 3.12 6.25

25 0.78 12.5

26 6.25 25
Flukonazol 0.78 25

Tablo 15. Sentezi yapilan bilesiklerin C. albicans ve C. krusei’ye olan antifungal
aktivite sonuclart (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1)

* Antifungal etki calismalari Ankara Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Sulhiye YILDIZ tarafindan yapilmistir.
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3.6. Sentezlenen Tiirevlerin Kantitatif Yapi-Aktivite iliskileri

Hansch ve arkadaslan tarafindan ortaya konulan QSAR calismalarinin amaci,
biyolojik aktivite ile kimyasal yap1 arasindaki iliskiyi aym tiir bir seri bilesik grubu
icin kantitatif olarak niteleyebilmektir. Yapilan bircok calismada, ilaclarin inhibitor
etkilerine karsilik, parametre fonksiyonu olarak, agirlikli bigcimde ilaglarin hidrofobik
karakterlerinin ele alindigi goriilmektedir. Bu amagla, n-oktanol : su dagilim
sistemlerinden elde edilen partisyon katsayisimin (P) kullanilmasi, biyolojik
membranlart1 modellemek {izere standart bir yOntem haline gelmistir ve
hidrofobisitenin nicel olarak ifade edilmesi log P = log Cy - logCy olarak
gosterilmistir. Log P, deneysel olarak ya da teorik olarak sanal bicimde
hesaplanmaktadir. ~ Alisilagelmis  erlen ile fazlan  calkalama  metodu,
uygulanabilirliginin zor olmasi, uzun zaman almasi ve sulu fazin dayamklilik
sorunlar1 nedeniyle uygulanmasi kolay olmayan bir yontemdir. Ayrica, bu islem
log P = 4° araligina kadar bir limit gostermektedir. Diger yandan, log P’nin teorik
olarak hesaplanmasi, Hansch’in lipofiliteyi ifade eden = siibstitiient sabitesinin
kullanilmasiyla, molekiiler cergevesi belli, benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip
olan seri molekiillerde basarili olmaktadir. Bu nedenle, ¢ok sayida bilesigin log P
degerlerine ihtiya¢ olacaktir. Giiniimiizde bu islem, bilgisayar ortaminda cesitli

kimya programlan kullanilarak yapilabilmektedir.

flaclarin hidrofobik karekterlerinin olciisii olarak, cesitli kromatografik
metodlar gercek deneysel degerleri yansitmak iizere somut olarak
kullanilabilmektedir. Bu amagcla en ¢ok kullanilan yontemlerden biri, ters faz yiiksek
basin¢h sivi (RP-HPLC, reversed-phase high-performance liquid chromatography)
kromatografisidir. Bu teknik ile yapilan ¢aligmalarda, bilesigin non-polar stasyoner
faz ile polar eluent (mobil faz) arasindaki dagilim dengesinin retansiyon zamanina
yansimasinin etkin sonuglar goriilmektedir. Kapasite faktorii olarak belirlenen bu
deger k' ile verilmekte olup, Denklem 24 ile ifade edilmektedir (Braumann ve ark.,

1983).
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K=(tg—1,) /1,

fg : retansiyon zamani
t, : kolon dead time zamani
Denklem 24

Bu degerin logaritmasi olan log k' ’niin log P’ye yakin ekivalan oldugu
bildirilmis ve bu iki parametre arasindaki orta derecedeki korelasyon cok sayida
bilesik i¢in gosterilmistir. Ancak, stasyoner faz ve mobil faz olarak kullanilan su-
organik faz arasi, polar ya da non-polar grup seciciliginin, kullanilan mobil ve
stasyoner fazin her ikisine de bagimli olarak etkilesme faktorleri s6z konusudur. Bu
etkiyi elimine etmek {iizere, hidrofobik bir parametre Ol¢iit degeri olan log k,
degerlerinin Olciilmesi (mobil faz olarak % 100 su kullanilmasi) ileri siiriilmiis ve
log P ile bu degerlerin esit oldugu bildirilmistir. Hidrofobik parametre cinsinden
log P’nin alternatifi olarak log k,’nin pek ¢cok QSAR calismasinda log P yerine

aynen kullanildig1 goriilmektedir.

Ancak isokratik olarak yapilan Olciimler ile mobil faz olarak sadece suyun
kullanilmasi ile ¢ok az sayida bilesik reverse fazda yiiriitiilebilir ve bu nedenle
log k,, nin deneysel hesaplamasi ¢ok gii¢ ya da miimkiin degildir. Bu problem, mobil
faz organik solvent : su % hacminin degisik oranlarinin kullanilmasiyla yapilan
Olctimlerden sonra, lineer regresyon analizleri kullanilarak extrapolation (bilinen

datalarla bilinmeyeni bulma) teknikleri ile ¢éziimlenir.

Coziniirlik parametre degerlerine gore stasyoner faz ile mobil fazin

volumetrik oranlar1 arasindaki iligski su denklemle aciklanmaktadir:

logk'=logk, + S¢

¢ = su-organik solvent karigiminin voliim fraksiyonu

k,, = kapasite faktorii (mobil fazin % 100 su olmasi halinde)

S = lineer regresyon egrisinin egiminin rakamsal degeri (organik solventin giicii ile
iliskilendirilir)

Denklem 25
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RP-HPLC olarak Waters 2695 Alliance cihazi, dedektor olarak Waters 2487
Dual A Absorbance diod array cihazi A =255 nm’de kullanildi. Stasyoner faz olarak
C-18 X terra marka kolon, mobil faz olarak Tablo 16’da verilen (¢y) methanol : su
karisimi 0.8 ml/dak akis hizinda kullanilmistir. Her bir bilesik i¢in en az 3 farkh tg
Olciimii yapilmistir. tg zamani, sentezlenen bilesikler i¢in min 3.32 ile max 59.49
dakika arasinda degisen degerler gostermis ve bu degerler kullanlarak &'
hesaplanmistir. Kolon dead time zamani (¢,), 1l aseton kullanilarak her fraksiyon
icin en az 3 kez tayin edilmistir. Log k,, degerlerini saptamak ve lineer regresyon
denklemleri olusturmak {izere Instat GraphPad bilgisayar programi kullanilmis;
biyolojik etki ile parametre arasindaki iliskiyi ortaya koymak {lizere yapilan
regresyon analizleri, H. Kubinyi tarafindan gelistirilen BILIN (version 1994)

programi ile gerceklestirilmistir.

QSAR iliskisini ortaya koymak iizere sentezlenen bilesiklerin (Bilesik 9 - 26)
farkli metanol : su fraksiyonlarindaki isokratik log k' degerleri ise Tablo 16’da
verilmistir. Tablo 17’de ise, ayn1 bilesiklerin log k' degerleri ile metanol : su volim

fraksiyonu arasindaki iligkisinin regresyon analiz sonuglar1 goriilmektedir.

Voliim Fraksiyonu, @y
Bilesik 0.75 0.70 0.65 0.60 0.55 0.50 0.45
9 -0.748 -0.162 0.334
10 -1.243 -0.315 0.150
11 -0.489 -0.037 0.387
12 -0.502 -0.021 0.461 0.788
13 0.014 0.336 0.751 1.160
14 -1.676 -0.159 0.175
15 -0.120 0.288 0.675
16 -0.404 0.085 0.431
17 -0.589 -0.054 0.461
18 -0.562 -0.019 0.458 0.916
19 -0.138 0.253 0.666
20 -0.160 0.465 0.762 1.182
21 -0.488 0.046 0.475 0.824
22 -0.366 0.146 0.532 0.912
23 -0.698 0.066 0.335 0.748
24 -0.507 0.036 0.488
25 -0.489 0.077 0.501
26 -0.316 0.126 0.479

Tablo 16. Sentezlenen bilesiklerin farkli metanol : su fraksiyonlarindaki isokratik log k'
degerleri.
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Bilesik Log k,, -S r Log P
9 5.218 10.820 0.9977 3.32
10 7.192 13.930 0.9645 3.33
11 4.772 8.760 0.9997 3.44
12 5.622 8.704 0.9925 5.16
13 5.767 7.706 0.9968 4.78
14 4.886 8.510 0.9848 4.27
15 5.449 7.950 0.9998 4.19
16 4.630 8.350 0.9903 3.26
17 5.189 10.500 0.9999 3.26
18 6.337 9.822 0.9984 4.56
19 5.084 8.040 0.9998 4.44
20 6.398 8.646 0.9784 5.73
21 5.671 8.730 0.9911 5.17
22 5.581 8.440 0.9943 5.11
23 6.332 9.214 0.9540 5.18
24 5.976 9.950 0.9972 4.66
25 5.475 9.900 0.9932 4.51
26 4.866 7.950 0.9958 4.53

Tablo 17. Sentezlenen bilesiklerin log k' degerleri ile metanol : su voliim fraksiyonu
arasindaki iliskinin regresyon analizi sonuglar1 ve bilgisayar programi ile hesaplanan
Log P degerleri

T. b. rhodesiense | P. falciparum K1 C. albicans C. krusei
ICs Y ICs Y MIiK Y MIiK Y
Bilesik | pg/ml | Log 1/C pg/ml | Log1/C | pg/ml | Log1/C | pg/ml Log 1/C

9 0.08 6.67 0.007 7.72 12.5 4.47 12.5 447
10 0.041 6.96 0.010 7.57 25 4.17 12.5 447
11 0.33 6.07 0.015 7.41 25 4.19 25 4.19
12 1.06 5.59 0.031 7.12 1.56 5.42 12.5 4.51
13 TE* - 0.211 6.30 3.12 5.13 6.25 4.833
14 TE* - 0.064 6.85 TE* - TE* -

15 TE* - 0.630 5.89 50 3.99 25 4.29
16 0.594 5.84 0.017 7.38 50 3.92 50 3.92
17 0.06 6.84 0.008 7.71 25 4.22 25 4.22
18 0.81 5.75 0.017 7.43 12.5 4.56 25 4.26
19 0.57 5.93 0.023 7.33 25 4.29 50 3.99
20 1.061 5.73 0.061 6.97 25 4.35 50 4.05
21 TE* - 0.193 6.39 50 3.98 50 3.98
22 TE* - 0.634 5.89 50 4.00 50 4.00
23 0.708 5.83 0.028 7.23 25 4.28 25 4.28
24 0.036 7.15 0.015 7.53 3.12 5.21 6.25 491
25 0.48 5.92 0.016 7.40 0.78 5.71 12.5 4.51
26 0.389 6.01 0.016 7.40 6.25 4.81 25 4.21

* TE: test edilmemistir

Tablo 18. Sentezlenen bilesiklerin Log 1/C olarak hesaplanan antiprotozoal ve antifungal
aktivite degerleri
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Hesaplanan log k,, degerleri ile biyolojik etki arasindaki iligski (Denklem 26-
29) verilmektedir. Biyolojik etki olarak molar konsantrasyon degerlerinin ters
logaritmast (Log 1/C) kullamlmistir. Bu degerler Tablo 18’de toplu olarak

verilmistir.

Trypanosoma brucei rhodesiense STIB 900 icin;
Log 1/C =+0.127 <+0.45> log k,, + 5.459 <+2.54>
(n=13;r=0.186; s =0.544; F = 0.393)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C = +0.169 <+0.63> [log k,,]* -1.844 <+7.34> log k,, +11.09 <+21.1>
Log k,, optimum = 5.44 <-99.0/99.0>
(n=13;r=0.261; s =0.560; F = 0.364)

Denklem 26
Plasmodium falciparum K1 igin;
Log 1/C =-0.00681 <+0.46> log k,, + 7.122 <+2.59>
(n=18;r=10.008; s =0.604; F = 0.001)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C = +0.459 <+0.54> [log k,]* - 5.333 <+6.30> log k,, + 22.34 <+18.1>
Log k,, optimum = 5.80 <-99.0/99.0>
(n=18;r=0.423; s =0.566; F = 1.634)

Denklem 27

Candida albicans ATCC 10231 igin;
Log 1/C = +0.0488 <+0.45> log k,, + 4.238 <+2.54>
(n=17;r=0.060; s = 0.566; F = 0.053)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C =-0.308 <+0.53> [log k,]* + 4.472 <+6.18> log k,, - 8.449 <*17.8>
Log k,, optimum = 5.88 <-99.0/99.0>
(n=17;r=0.384; s =0.542; F = 1.213)

Denklem 28
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Candida krusei ATTC 6258 i¢in;
Log 1/C = +0.134 <+0.22> log k,, + 3.459 <+1.27>
(n=17;r=0.311;s=0.282; F = 1.612)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C =-0.129 <+0.28> [log k,]* + 1.634 <+3.22> log k,, - 0.754 <£9.29>
Log k,, optimum = 6.33 <-99.0/99.0>
(n=17;r=0.397; s =0.282; F = 1.309)

Denklem 29

Sentezlenen bilesiklere ait Log P degerlerinin (Tablo 17) hesaplanmasinda
ALOGPS 2.1. (Virtual Computational Chemistry Laboratory, On-Line Software)

bilgisayar programi kullanilmisgtir.

Hesaplanan Log P degerleri ile biyolojik etki (Log 1/C) arasindaki iligki
(Denklem 30-35) verilmektedir.

Log P’ye karst Trypanosoma brucei rhodesiense STIB 900 ic¢in biyolojik
aktivite sonuclar1 olarak Log 1/C degerleri alindiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C =-0.327 <+0.35> log P + 7.568 <£1.53>
(n=13;r=0.523;s=0.472; F=4.153)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C =-0.0174 <+0.53> [log P]* — 0.177 <+4.60> log P + 7.258 <+9.64>
Log P optimum = 5.09 <-99.0/99.0>
(n=13;r=0.524;s=0.494; F = 1.891)

Denklem 30
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16 ve 24 Numaral bilesikler ¢ikarildiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C =-0.471 <+0.22> log P + 8.152 <+0.95>
(n=11;r=0.855;s=0.261; F = 24.358)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C = +0.235 <+0.27> [log P]* — 2.560 <+2.33> log P + 12.41 <+4.94>
Log P optimum = 5.34 <-99.0/99.0>
(n=11;r=0.906; s =0.225; F = 18.364)

Denklem 31

11, 16 ve 24 Numaral bilesikler ¢ikarildiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C =-0.538 <+0.19> log P + 8.493 <+(.84>
(n=10; r=0.920; s = 0.209; F = 43.863)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C = +0.255 <+0.15> [log P]* — 2.757 <1.32> log P + 13.14 <+2.80>
Log P optimum = 5.40 <4.97/6.97>
(n=10;r=0.976;s=0.124; F = 70.822)

Denklem 32

Log P’ye kars1 Plasmodium falciparum K1 i¢in biyolojik aktivite sonuglari
olarak Log 1/C degerleri alindiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C =+0.365 <+0.35> log P + 8.683 <+1.56>
(n=18;r=0.482;s=0.529; F = 4.844)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C = +0.161 <£0.50> [log P - 1.747 <+4.36> log P+ 11.56 <+9.19>
Log P optimum = 5.44 <-99.0/99.0>
(n=18;r=0.505;s=0.539; F =2.571)

Denklem 33
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Log P’ye kars1 Candida albicans ATCC 10231 igin biyolojik aktivite
sonuclari olarak Log 1/C degerleri alindiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C =+0.191 <£0.36> log P + 3.675 <£1.62>
(n=17;r=0.277;s =0.545; F = 1.248)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C =-0.379 <+0.51> [log P]* + 3.451 <+4.36> log P + 3.101 <9.17>
Log P optimum = 4.55 <-99.0/99.0>
(n=17;r=0.470; s =0.518; F = 1.982)

Denklem 34

Log P’ye kars1 Candida krusei ATTC 6258 icin biyolojik aktivite sonuglari
olarak Log 1/C degerleri alindiginda elde edilen QSAR denklemi;

Log 1/C = +0.00283 <+0.20> log P + 4.312 <+0.88>
(n=17;r=0.008; s =0.297; F = 0.001)

Ikinci dereceden parabolik denklem:
Log 1/C =-0.179 <+0.28> [log P]* + 1.535 <+2.43> log P + 1.116 <+5.11>
Log P optimum = 4.29 <-99.0/99.0>
(n=17;r=0.342; s = 0.289; F = 0.926)

Denklem 35
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4. TARTISMA

Tek benzimidazol halkasi iceren dikatyonik tiirevlerin cesitli protozoal parazitlere
kars1 iyi aktiviteye sahip olduklan bildirilmektedir (Ismail ve ark., 2004, Ismail ve
ark., 2005). Buna karsin amidin grubu igeren mono ya da di katyonik 2-5'-bis-
benzimidazol tiirevi bilesikler iizerinde yapilan ¢alismalarin sayisi son derece azdir
(Czarny ve ark., 1995, Del Poeta ve ark., 1998). Ozellikle bu tiirevdeki bilesiklerin
nasil bir antiprotozoal etkinlik gosterdikleri hakkinda herhangi bir veriye
ulagilamamistir. Bu calisma ile 5. konumunda amidin grubu tasiyan yeni bir seri
2' siibstitiie, 2-5'-bis-benzimidazol tiirevi bilesigin sentezlenmesi, 7. b. rhodesiense,
T. cruzi, L. donovani, P. falciparum’a kars1 in vitro antiprotozoal, C. albicans ve
C. krusei’ye kars1 in vitro antifungal aktivitelerinin ve si¢an iskelet kasi myoblast

(L6) hiicrelerine olan in vitro sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Tasarlanan  tiirevleri elde etmek {lizere 4-amino-3-nitrobenzonitril
bilesigindeki siyano grubu Pinner reaksiyonu ile amidin’e doniistiiriilerek 4-amino-3-
nitrobenzamidin HCl (1) hazirlandi. Daha sonra nitro grubunun Pd/C
katalizorliigiinde hidrojen gazi ile rediiksiyonu ile 3,4-diaminobenzamidin HCI (2)
elde edildi. Bu bilesigin polifosforik asit varliginda 3,4-dinitrobenzoik asitle
reaksiyonu ile 2-(3,4-dinitrofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (3) bilesigine
gecildi. Daha sonra, katalitik hidrojenasyon ile her iki nitro grubu rediiklenerek,
2-(3,4-diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4) bilesigine ulasildi. Ticari
olarak satin alinan aldehit tiirevi bilesiklerin yani sira fenoksibenzaldehit tiirevi 4
bilesigin (5-8) sentezi yapildi. Aldehitlerin Na,S,0s5 katim iiriinleri (aj-azg) hazirlandi
ve 2-(3,4-diaminofenil)-1H-benzimidazol-5-karboksamidin (4)’in dimetilformamid
icersindeki reaksiyonu ile sonuc iiriinlere ulasildi. Kolon kromatografisi ile
saflastirma islemi yapildiktan sonra HCI tuzlan (9-26), HCI gazi gecirilmis alkol-

eter karisimi icinde elde edildi.
Sentezi yapilan bilesiklerin saflik kontrolleri, ergime noktasi, ITK ve

RP-HPLC incelemeleri ile yapildiktan sonra, yapilarimi kanitlamak iizere spektral

analizleri gerceklestirilmis ve elementel analiz, 1H—NMR, 13C—NMR, IQF—NMR,
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2D-COSY, 2D-HSQC, Mass spektral analizleri ile elde edilen bulgular beklenen

yapilar kanitlar nitelikte bulunmustur.

Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi kullamilarak gerceklestirilen Mass
spektral analizlerinde, biitiin sonug bilesikler pozitif iyonizasyon teknigi ile (M+1)"
iyonlar1 halinde % 100 bagil intensiteleri ile kolayca izlenmisglerdir. Bu teknik
genellikle proteinler, polipeptidler ve oligoniikleotidler gibi biyomolekiillerin
(6zellikle protein ve peptid yapilari) analizi i¢in gelistirilmis bir yontem olup, HPLC
veya kapiler elektroforez kolonlarina adapte edilebilme avantaji saglamaktadir.

Klor atomu tasiyan bilesikler beklendigi izotop oranlari ile izlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sentezlenen bilesiklerin antiprotozoal etkilerinin belirlenmesi i¢in ©nce iki
konsantrasyon degerindeki (Konsantrasyon 1 = 4.85 pM ve Konsantrasyon 2 = 0.81
UM) % inhibisyon degerleri tespit edildi. Aktivite kriterini (7. b. rhodesiense,
L. donovani ve P. falciparum igin konsanrasyon 2’de > %50, T. cruzi igin
konsantrasyon 1’de > %70 inhibisyon) 7. b. rhodesiense’ya karst 13 bilesigin
(bilesik 9-12, 16-20, 23-26), P. falciparum’a karsi ise tiim bilesiklerin sagladigi,
bilesiklerin hi¢birinin L. donovani ve T. cruzi’ye karsit 6nemli bir % inhibisyon
degerine sahip olmadigi belirlendi. Daha sonra aktivite kriterini saglayan bilesiklerin

ilgili parazitlere kars1 gosterdikleri ICsy degerleri tespit edildi.

T.b. rhodesiense’ye olan aktivite degerlerine bakildiginda, bis-benzimidazol
halkasinin 2' konumunda 4-(3,4-dimetoksifenoksi)-fenil bulunan bilesik 24
(ICso = 0.036 pug/ml) ve 4-fluorofenil bulunan bilesik 10 (ICso = 0.041 pug/ml) en
etkili tiirevlerdir. Ayn1 konumda 3,4-dimetoksifenil tasiyan bilesik 17 (ICso = 0.06
pg/ml) iyi aktivite gostermektedir. Ancak, 3,5-dimetoksifenil tiirevi olan bilesik
16’da aktivite olduk¢a diismektedir (ICso = 0.594 pg/ml). Bis-benzimidazol
halkasinin 2' konumunda 2-(4-klorofenoksi)-fenil bulunan bilesik 21’in 4.85 pM
konsantasyondaki % inhibisyon degeri 3.9 iken, 2' konumunda 5-fluoro-2-(4-
klorofenoksi)-fenil tiirevi olan bilesik 22’ de % inhibisyon degeri 86.0 olmaktadir.
% Inhibisyon degerindeki bu artista fluor atomunun yiiksek elektronegativitesi ve

hidrojen bag1 yapabilme 6zelliginin rol oynadig: diisiiniilmektedir.

P. falciparum’a olan aktivite degerlerine bakildiginda bis-benzimidazol
halkasinin 2' konumunda 2-fluorofenil bulunan bilesik 9, 4-fluorofenil bulunan
bilesik 10 ve 3,4-dimetoksifenil tiirevi olan bilesik 17 en etkili tiirevlerdir. ICsg
degerleri sirastyla 0.007, 0.010 ve 0.008 pg/ml’dir. Bilesik 11, 16, 18, 24, 25 ve
26°da ICsp degerleri 0.015 ila 0.017 arasindadir. 4-fert-butilfenil tiirevi bilesik 12 icin
ICsp = 0.031 pug/ml’dir. 3-tert-butil-2-hidroksifenil tiirevi olan bilesik 13’te aktivite

digsmekte ve ICsp = 0.211 pg/ml olmaktadir. 4-(4-klorofenoksi) fenil tiirevi olan

156



bilesik 23’te ICs5¢ degeri 0.028 pg/ml iken 4-klorofenoksi grubu fenil halkasinin 2.
konumunda bulunan bilesik 21’de  (ICsp = 0.193 pg/ml) ve 2. konumdaki
4-klorofenil’e ek olarak 5. konumda fluoro bulunan bilesik 22’de (ICsy = 0.634

pg/ml) aktivite onemli oranda diismektedir.

Bilesiklerin C. albicans ve C. krusei’ye olan antifungal -etkilerine
bakildiginda bis-benzimidazol halkasinin 2' konumunda 1-naftil bulunan bilesik 25,
C. albicans’a kars1 0.78 pg/ml MIK degeri ile en etkili tiirevdir ve Flukonazol ile
aym MIK degerine sahiptir. Bis-benzimidazol halkasinin 2' konumunda 4-tert-
butilfenil bulunan bilesik 12 (MiK=1.56 pg/ml), 2-hidroksi-3-tert-butilfenil bulunan
bilesik 13 (MIK=3.12 pg/ml) ve 4-(3,4-dimetoksifenoksifenil) bulunan bilesik 24
(MIK=3.12 ug/ml) C. albicans’a kars1 en etkili tiirevlerdir. C. krusei’ye olan etkilere
bakildiginda bilesik 13 ve bilesik 24 (MIK=6.25 pg/ml) en etkili tiirevlerdir. Bilesik
9, 10, 12 ve 25 icin MIK degeri 12.5 pg/ml’dir. Bilesik 11, 15, 17, 23 ve 26
Flukonazol ile ayn1 MiK degerine (25 pg/ml) sahiptir.

Biyolojik etki ile yap1 arasindaki kantitatif iliskiyi ortaya koymak iizere sonug
tiriinlerin (bilesik 9 — 26) su mobil faz alindigindaki kapasite faktor degerleri olan k,,
ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi ile deneysel olarak saptandi. Ayrica
bilesiklere ait Log P degerleri bilgisayar programlar1 kullanilarak hesaplanmigtir.
Antiprotozoal ve antifungal aktivite ile log k, ve Log P arasindaki iliski Hansch
denklemleri ile incelenmistir. ICsy ve MIK Degerleri hesaplanan tiim bilesikler
kullanilarak yapilan QSAR c¢alismasi ile elde edilen denklemlerde r degerlerinin
0.08-0.524 arasinda degistigi, biyolojik aktivite ile hesaplanan parametreler arasinda
anlamli bir iligkinin olmadigi goriilmektedir. Ancak Log P’ye karst T. b.
rhodesiense’ya olan etki arasindaki diisiik r degerlerinin (Denklem 30, dogrusal
denklemde r = 0.523, ikinci dereceden parabolik denklemde r = 0.524) bilesik 16 ve
24 cikanlarak elde edilen denklemde (denklem 31, r = 0.855 ve r = 0.906) arttig1
goriilmektedir. Bilesik 11, 16 ve 24 cikarilarak elde edilen denklemde (denklem 32,
r=0.920 ve r=0.976) rdegerlerinin daha da arttig1 belirlenmistir. Bu veriler goz
oniine alindiginda en azindan 7. b. rhodesiense’ya olan in vitro antiparasitik etki ile

Log P degerleri arasinda anlaml1 bir iligkinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sentezi yapilan bilesiklerin in vitro antiparasitik ve antifungal etkilerinin yani
sira memeli (sican iskelet kasi myoblast, L6) hiicrelerine olan in vitro sitotoksik
etkileri ICsy olarak belirlenmistir. T.b. rhodesiense’ye karsi en etkili tiirevler olan
bilesik 9, 10, 17 ve 24’iin sitotoksisite degerleri (ICsp) sirasi ile 26.8, 2.48, >90,
29.4’ug/ml’dir ve bu bilesiklerin in vivo antitripanosidal etkilerinin arastirilmasi
planlanmaktadir. Ozellikle bilesik 9, 17 ve 24 yiiksek selektivite oranlari
(sitotoksisite/antitripanosidal aktivite) ile sitotoksisite gostermeksizin etkili olmasi
beklenen bilesikler olarak umut vericidir. P. falciparum’a olan aktivite degerlerine
bakildiginda sentezi yapilan bilesiklerden 14 tanesi (bilesik 9-12, 14, 16-20, 23-26)
Klorokinden daha etkilidir. Bu bilesiklerin sitotoksisite degerleri (ICsq) 2.48 ila >90
pg/ml arasindadir ve in vivo antiplasmodial aktivitelerinin arastirilmasi planlan-
maktadir. Sitma tedavisinde kullanilan Artemisinin tiirevi bilisikler digindaki tiim
ilaglarda diinyanin cesitli bolgelerinde farklihik gostermekle birlikte direng
olusumunun 6nemli bir sorun oldugu goz Oniine alindiginda tedavide kullanilacak
farkli kimyasal yapidaki ila¢ etken maddelerinin gelistirilmesinin 6nemi daha da

artmaktadir.

158



OZET

N-Siibstitiie Amidin Grubu Tasiyan Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Sentez,
Yap1 Aydinlatmalari ve Antimikrobiyal Etkileri Uzerinde Calismalar.

Bu calismada, ilk olarak 4-amino-3-nitrobenzonitril, kuru HCIl gazi ile doyurulmus mutlak
etanol ile imidat esteri hazirlandi. Daha sonra fazla stabil olmayan bu imidat esteri NH; gazi
gecirilmis etanol ile 4-amino-3-nitrobenzamidin (1)’e doniistiiriildii. Pd/C Katalizorliigiinde
rediiksiyon yapilarak 3,4-diaminobenzamidin (2) elde edildi. Daha sonra Bilesik 2’nin,
polifosforik asit varliginda 3,4-dinitrobenzoik asit ile benzimidazol siklizasyon reaksiyonu
yapilarak 2-(3,4-dinitrofenil)-benzimidazol-5-karboksamidin (3) sentezlendi. Her iki nitro
grubunun rediiksiyonu yapilarak 2-(3,4-diaminofenil)-benzimidazol-5-karboksamidin (3)
bilesigine ulasildi. 4-Klorofenol’iin 2-fluorobenzaldehit, 4-fluorobenzaldehit,
2,5-difluorobenzaldehit ile; ve 3,4-dimetoksifenol’iin 4-fluorobenzaldehit ile kondensasyon
reaksiyonlar1 sonucunda ilgili siibstitiie-feniloksibenzaldehit (5-8) tiirevleri sentezlendi.
2-(3,4-diaminofenil)-benzimidazol-5-karboksamidin (3) bilesiginin sentezi yapilan (5-8) ve
ticari olarak satin alinan cesitli aldehit tiirevlerinin sodyum metabisiilfit katim iiriinleri ile
reaksiyonuyla sonug iiriinlerin (9-26) sentezi tamamlandi.

Bu calismada 18 orijinal sonug iiriiniin sentezi (2’si orijinal olmak iizere 8 ara iiriin
iizerinden) gerceklestirildi. Elde edilen tiirevlerin saflik kontrolleri, ergime noktasi, ITK ve
RP-HPLC incelemeleri ile yapildiktan sonra yapilari elementel analiz, 'H-NMR, “C-NMR,
PF-NMR, 2D-COSY, 2D-HSQC spektrumlar1 ve Mass (ESI+) spektral verileriyle kanitlandi.

Sentezlenen bilesiklerin (9-26) Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma
cruzi, Leishmania donovani ve Plasmodium falciparum olmak tizere dort farkli parasitik
protozoaya karst gosterdikleri in vitro etkileri tarandi. Bu tarama yoOnteminde, bis-
benzimidazol tiirevi bilesikler iki farkli konsantrasyonda, 0.81 ve 4.85 uM, test edildi. Elde
edilen sonuglara bakildiginda, diisiik konsantrasyonda (0.81uM) tiim bilesiklerin
P. falciparum’a karsi 6nemli diizeyde inhibitor etki gosterdikleri, bilesiklerden oniigiiniin
T. b. rhodesiense’ye kars1 dikkat cekici inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirlendi ve daha
ileri etki deneyleri yapilarak ICsy degerleri saptandi. Buna karsin, bilesiklerden higbirinin
T. cruzi ve L. donovani’ye karst onemli sayilabilecek diizeyde inhibitdr etkiye sahip
olmadig goriildii ve ICsy degerleri saptanmadi. Sentezlenen bilesiklerin Candida albicans ve
Candida krusei’ye kars1t olan in vitro antifungal etkileri Makrodiliisyon Broth Yo6ntemi
kullanilarak test edildi. Bilesiklerin memeli (sigan iskelet kasi miyoblast, L6) hiicrelerine
olan sitotoksik etkileri podofilotoksin ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Bilesik 10, 17 ve 24, sirasi ile 0.041, 0.06 and 0.036 pug/ml ICs, degerleri ile 7. b.
rhodesiense karsi en etkili tiirevlerdir. Antipmalaryal etki agisindan en etkili tiirevler 9, 10 ve
17°dir ve ICs, degerleri 0.007, 0.010 ve 0.008 pg/ml’dir. Bilesik 25 (ICso = 0.78 pg/ml) ve
12 (ICsy = 1.56 pug/ml), C. albicans’a kars1 en etkili tiirevlerdir. C. krusei’ye karsi en etkili
tiirevler, 6.25 pg/ml’lik ICs, degerleri ile bilesik 13 ve 24’diir. Genel olarak, sentezlenen
bilesikler (9-26) parasitik organismalara karsi hiicresel sitotoksisite agisindan iyi selektivite
gostermektedir.

Biyolojik etki ile yapr arasindaki kantitatif iliskiyi aciklamak iizere bilesiklerin
protozoa ve mantarlara kars1 gosterdigi inhibitor aktivite ile cesitli parametreler arastirilmis
ve en iyi korelasyonun, bilesiklerin Log P degerleri ile T. b. rhodesiense’ye olan etkileri
arasinda oldugu bulunmustur.

159



Anahtar Kelimeler : Antiprotozoal aktivite, amidinobenzimidazol, bis-benzimidazol
tiirevleri, log k,,, sentez ve yap1 aydinlatilmasi.
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SUMMARY

Studies on the Synthesis, Structure Eludication of Some N-Substituted Amidino
Benzimidazole Derivatives and Evaluation of Their Antimicrobial Activity.

In this study, at the first step, 4-amino-3-nitrobenzonitrile was converted to imidate ester by
using anhydrous ethanol with saturated dry HCI gas, followed by the unstable ester was
immediately converted to 4-amino-3-nitrobenzamidine (1) with passing through NH; gas in
ethanol. The Pd/C catalyzed reduction of 1 gave 3,4-diaminobenzamidin (2). Benzimidazol
cyclization was performed by heating 2 with the 3,4-dinitrobenzoic acid in polyphosphoric
acid, and 2-(3,4-dinitrophenyl)-benzimidazole 5-carboxamidine was obtained (3). Reduction
of both nitro group yielded 2-(3,4-diaminophenyl) benzimidazole-5-carboxamidine (4).
Condensation of 4-chlorophenol with 2-fluorobenzaldehyde, 4-fluorobenzaldehyde,
2,5-difluoro-benzaldehyde; and 3,4-dimetoxyphenol with 4-fluorobenzaldehyde yielded the
corresponding substitue-phenyloxybenzaldehydes (5-8). The final compounds (9-26) were
obtained by condensation of 2-(3,4-diaminophenyl)-benzimidazole-5(6)-carboxamidine (4)
with Na,S,0s5 adduct of 5-8 and commercial arylaldehydes in DMF.

A series of novel 18 final compounds (with 2 novel and 6 known intermediates) was
prepared in this study. The purity of these compounds was checked with their melting points,
TLC and tg retentation times in reverse phase HPLC. The chemical structures of the
compounds were elucidated with their 'H.NMR, “C-NMR, "“F-NMR, 2D-COSY,
2D-HSQC spectrum, Mass (ESI+) spectral data and their elemantel analysis.

The synthesized compounds (9-26) were screened for their in vitro activity against
four parasitic protozoa, Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania
donovani and Plasmodium falciparum. The medium-throughput screening method was used
to test the compouds at two concentrations, 0.81 UM and 4.85 UM, respectively. According
to medium-throughput screening results, all compounds have significant inhibitory activity
against P. falciparum and thirteen of them have remarkable inhibitory activity against 7. b.
rhodesiense at low concentration, its ICs, values were determined. On the other hand, none
of these compounds displayed appreciable inhibitory activity against 7. cruzi and L.
donovani, therefore not further investigated to determine their ICs, values. The in vitro
antifungal activity of the synthesized compounds against Candida albicans and Candida
krusei is evaluated with Macrodilution Techniques. The cytotoxic potentials of these
compounds on mammalian (rat skeletal muscle myoblast, L6) cells were also assessed and
compared to that of podophyllotoxin.

Compound 10, 17 and 24, with ICsy values of 0.041, 0.06 and 0.036 pg/ml
respectively, are the most active monocation against T. b. rhodesiense. The most potent
antiplasmodial compounds, 9, 10, 17, showed ICs, values as 0.007, 0.010 and 0.008 pg/ml
respectively. Compound 25 (ICsp = 0.78 pg/ml) and 12 (ICso = 1.56 pg/ml) were highly
effective against C. albicans. Compounds 13 and 24 exhibited the best antifungal activity
against C. krusei with ICsy value of 6.25 pg/ml. In general, there was good selectivity for the
parasitic organisms by synthesized compounds (9-26) as judged from their cellulary
cytotoxicity.

In order to explain the quantitative structure activity relationship between the
synthesized compounds and their inhibitory activities against the selected protozoa and
fungi, several parameters have been used. The best correlation was found with Log P
values of the synthesized compounds against 7. b. rhodesiense.
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Key Words : Antiprotozoal activity, amidinobenzimidazoles, bis-benzimidazole
derivatives, log k,,, synthesis and structure elucidation.
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