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Ozet

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta bulunan
savunma mekanizmalaridir. Serbest radikalleri ndtralize etmek i¢in kullanilirlar. Antioksidan aktivitesinin varligi,
viicutta meydana gelebilecek ¢esitli hastaliklara karsi savunma mekanizmasinin var oldugunu gdstermektedir. Bu
calismada, ilk defa sentezlenen benzimidazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri spektrofotometrik olarak incelendi.
Benzimidazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH, ABTS radikal giderme aktivitesi ve indirgeme giicli gibi
cesitli antioksidan testleri ile tayin edildi. Elde edilen sonuglar, BHT ve Troloks gibi sentetik antioksidanlarla
karsilastirildi. Yapilan galigmalar sonucunda benzimidazol bilesiklerinden &zellikle 2, 5, 6a, 6b ve 7b nolu bilesiklerin
antioksidan aktivite degerleri diger bilesiklere oranla daha yiiksek bulundu.

Anahtar Kelimeler: Benzimidazol Tirevleri, Antioksidan Aktivite, DPPH Aktivitesi, ABTS Aktivitesi

Investigating of the Antioxidant Activity of Firstly Synthesized
Benzimidazole Derivatives

Abstract

Antioxidant is a defence mechanism in thehuman body preventing the occurence of oxygen types and the damage
generated by them. They are used for neutralizing free radicals. The presence of antioxidants activity indicates the
presence of the defense mechanism against the various diseases in the human body. In this study, activities of for the
first time synthesized benzimidazole compounds antioxidant activities are investigated spectrophotometrically. The
antioxidant activities of benzimidazole derivatives were investigated by different antioxidant tests such as DPPH radical
scavenging activity, ABTS radical scavenging activity and reducing power. All results were compared with synthetic
antioxidants such as BHT and Trolox. As the result of the study, antioxidant activity level of the compounds especially
2,5, 6a, 6b and 7b which are benzimidazole derivatives are found higher extent too there compounds.

Key Words: Benzimidazole Derivatives, Antioxidant, DPPH Activity, ABTS Activity.
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1. Giris

Farmakolojik endiistride, fonksiyonel 6zellikteki degerli bilesiklerin hizli ve ekonomik olarak
sentezlenmesine iligkin teknolojiye ilgi gittikce artmaktadir. Bu baglamda ilag kimyasi teknolojik
ilerlemelerden son derece yararlanmaktadir. Gliniimiiz diinyasinin 6liimciil hastaliklarinin tedavisi
icin sayisiz kemoterapik madde gelistirilmis ve kullanilmis olmasina ragmen, tiimor hiicrelerine
kars1 gelisen direng bu hiicrelerin yok edilmesini zorlagtirmistir. Bu sebeple ¢ogu zaman hastaligin
tamamen ortadan kaldirilmast miimkiin olmamaktadir. Buna ragmen ilaca dayali tedavi
yaklasimlari, hala en ¢ok uygulanan yontemleri olusturmaktadir. Bu kapsamda potansiyel biyolojik
ozellikte maddelerin sentezi i¢in etkili yontemlerin gelistirilmesi giiniimiiziin 6nemli bir ilgi alanidir
(Foye, 1995).

Hizla gelisen ve durmaksizin ilerleyen teknoloji, ¢evre kirliligi, radyasyon, kontamine sular,
tarim ilaglari, agir metaller ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi bir¢ok etken insan
viicudunda kaginilmaz olarak serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar. Serbest
radikaller, oksijenin oldukg¢a reaktif formlar1 olup, viicut hiicrelerini tahrip etmektedir. Bu da kalp
damar hastaliklari, kanser, katarakt, diyabet, karaciger tahribati ve diger pek cok hastaliga davetiye
cikarmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisi, oncelikle serbest radikallerin olumsuz etkilerini bertaraf
etmek ve hastaliklarin olusumunu engellemekle gergeklesebilir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015.).

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yok edici sistemlerdir. Viicutta reaktif oksijen
tiirleri (ROT)’nin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek {izere enzimatik veya
enzimatik olmayan bircok endojen antioksidan savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bunun
yaninda bazi ilaglar, vitaminler ve sentetik gida antioksidanlar1 da ekzojen antioksidanlar olarak
degerlendirilebilir (Blois, 1958).

Benzimidazol halkasi iizerinde yapilan farkli siibstitiisyonlarla ¢cok farkli farmakolojik etkiler
ortaya ¢ikmakta olup bu durum arastiricilarin, her yil artan oranlarda ilgisini ¢ekmektedir. Bu
ilginin nedeni, benzimidazol yapisinin kimyasal olarak aktif olmas1 ve tiirevlerinin farkli biyolojik
etki gostermesidir. Bu farmakolojik aktiviteler arasinda antihelmintik (Habernickel, 1992),
antibakteriyel (Nofal ve ark., 2002), antiviral (Keurulainen ve ark., 2010), antifungal (Going ve
Mayer, 1995), antihistaminik (Meanwell ve Krystal, 2007), antiprotozol (Kazimierczuk ve ark.,
2002), antitilser (Patil ve ark, 2008), antikanser (Demirayak ve ark., 2011), antitiiberkiiloz (Khairnar
ve ark., 1981), antikonviilzan (antiepileptik) (Ramya ve ark., 2010), antidiyabetik (Hemalatha ve
ark., 2006), antihipertansif (Kuba ve ark., 1993), antioksidan (Kus ve ark., 2008), analzejik (Alagoz
ve ark., 2004), anti-inflamatuar (Savall ve ark., 2010) ve tirozin kinaz inhibitorii (McBride ve ark.,

2006) ozellikleri sayilabilir. Ayrica benzimidazol tiirevlerinin DNA yapisina baglanma ilgisi
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oldukca yiiksek olmasi, benzimidazollerin biyolojik aktivite gostermesine neden olmaktadir
(Chakrabarty ve ark., 2006).
Bu ¢alismada, ilk kez sentezlenen benzimidazol tiirevlerinin DPPH ve ABTS radikal giderme

ve indirgeme giicli antioksidan aktiviteleri incelendi.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, metanol, etanol, potasyum
ferrisiyaniir, potasyum persiilfat, triklorasetikasid (TCA), demir (III) kloriir Merck (Darmstadt,
Germany) firmast, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ~ (DPPH), = ABTS (2,2’-Azino-bis(3-
etilbenzenothiazoline-6-siilfonik  asid), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl  chroman-2-
carboxylic acid), dimetilsiilfoksit (DMSQO), biitillenmis hidroksi toluen (BHT) Sigma-Aldrich

(Germany) firmasindan saglandi.

2.1.2. Kullamilan Cihazlar

Antioksidan aktivite absorbans Ol¢timlerinde Shimadzu UV Mini-1240 model UV-VIS
Spektrofotometrede cihazi kullanildi. pH metre Butech, hassas terazi Sartorius, manyetik Karistirict
Chiltern Hotplate HS 31, vorteks Velp Scientifica, ¢alkalamali su banyosu Memmert, santrifiij

Kubota 4200, sonik su banyosu i¢in ise Selectra marka cihazlar kullanildu.

2.2. Metot

2.2.1. Antioksidan Aktivite Yontemleri

Bu calisma Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii Organik Kimya
Laboratuvarinda Dog. Dr. Hakan BEKTAS tarafindan sentezlenmistir (Sekil 1). Benzimidazol
tirevlerinin uygun bir ¢oziicii (Dimetil siilfoksit (DMSQO), metanol, etanol, vs.) kullanilarak
¢cozlinmesi saglandi. Coziinmis haldeki tirevler, yine ayni ¢6ziicii (DMSO) kullanilarak farkli
konsantrasyonlara seyreltildi ve asagidaki ¢esitli yontemler kullanilarak antioksidan aktiviteleri

spektrofotometrik olarak incelendi.
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Sekil 1. Hedef Bilesiklerin Sentez Semas1 (Mentese ve ark., 2017)

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

20 mg/L DPPH, giinliik olarak metanolde ¢oziilerek hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 1,5 mL alinarak
tizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan benzimidazol tiirevlerinden 0,75 mL ilave edildi. 30.
dakikada 517 nm’de spektrofotometrede kore karsi absorbans degerleri olgiildii. Kontrol ¢ozeltisi
olarak 0,75 mL metanol ve 1,5 mL DPPH ¢6zeltisi kullanildi. Kor olarak sadece metanol, standart

olarak Trolox kullanildi.

Demir Indirgeme Giicii Tayini

Benzimidazol tiirevlerinin indirgeme giicii tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu,
1986). Standart ve benzimidazol tiirevlerinden belli bir konsantrasyon araliginda c¢ozeltiler
hazirland1. Standart olarak BHT kullamldi. Uzerine pH= 6,6 olan 0,2 M fosfat tamponundan 2,5 mL
ilave edildi. Daha sonra % 1’lik potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisinden 2,5 mL ilave edilerek karigim
calkalamali su banyosunda 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon
karisimlarina 2,5 mL % 10’luk TCA ilave edildi ve tiipler karistirildi. 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Stipernatandan 2,5 mL alinarak 2,5 mL destile su ve 0,5 mL % 0,1°lik demir (111)
kloriir ilave edildi ve 10 dakika bekletildi. Spektrofotometrede 700 nm’de kore karsi absorbans
degerleri oOlgiildii. Kor deney i¢in 5 mL destile su alinarak, iizerine 2,5 mL demir (III) kloriir
cozeltisi ilave edildi.

Benzimidazol tiirevlerinin ve standartlarin indirgeyici gii¢ egrileri, konsantrasyon ve bu

konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar arasinda ¢izildi.
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ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

1 mL destile suda 7,4 mM ABTS ¢6ziildii, tizerine 2,6 mM potasyum persiilfattan 1 mL ilave
edilerek karistirildt ve 12-16 saat karanlikta bekletildikten sonra bu karisimin {izerine 60 mL
metanol ilave edildi. Bu ¢o6zeltinin 734 nm’de spektrofotometrede metanole karsi absorbansi
okundu. Her deney i¢in bu karisim giinliik olarak hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan metanolli 2,850
mL ABTS ¢ozeltisinin tizerine 150 pL benzimidazol ¢o6zeltisi konuldu. 2 saat karanlikta bekletilip
spektrofotometrede 734 nm’de absorbans degerleri okundu. Standart olarak, Troloks kullanildi.

Kontrol olarak numune yerine metanol igeren reaksiyon karigimi kullanildi (Arnao, 2000).

3. Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada ilk defa sentezlenen benzimidazol tiirevi bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
incelendi.

Benzimidazol tiirevi bilesiklerinin DPPH ve ABTS radikal giderme aktiviteleri, Tablo 1’de
verildi. DPPH serbest radikal giderme aktivitesinin 6b (1Cso= 189,66 + 53,51 uM) ve 7b (I1Cso=
118,85+117,15 uM) bilesiklerinde en yiiksek oldugu goriildii. ABTS radikal giderme aktivitesinin
6b (1Cs0= 186,37 = 1,32 uM) ve 7b (ICs0= 124,22+39,07) bilesiklerinde en yiiksek oldugu goriildii.

Tablo 1. Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin DPPH ve ABTS Radikal Giderme Aktiviteleri

Bilesikler DPPH ICso ABTS ICso
(nM)* (uM)*

2 4718,76 + 990,10 1095,44 = 196,05
3 571,79 + 26,94 269,10 + 22,01
4 814,85 + 57,06 270,25 = 14,88
5 783,18+ 13,77 270,25 + 14,88
6a 584,82 + 64,60 216,43 +5,93
6b 189,66 = 53,51 186,37 + 1,32
7a 2218,62 + 118,39 286,71+ 17,23
7b 197,41+ 6,04 124,22 + 39,07
8a 2527,59 + 590,60 467,58 = 36,48
8b 6619,78 = 23,35 1851,27 + 234,95
8¢ 831,61 + 16,51 490,41 + 1,40
8d 3700,84 + 407,71 989,53 + 295,227
8e 1973,67 = 532,99 285,96 + 3,99
of 3014,80 + 965,31 490,41 + 1,40
89 2362,13 + 927,58 375,58 + 6,54

Trolox 132,03 +9,75 214,55 + 24,56

Rutin 44,11 £ 1,59 5242+2,01

* Standart sapma.
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Benzimidazol bilesiklerinin demir indirgeme giicii konsantrasyona karsi absorbans tablosu
olarak degerlendirildi ve BHT ile aktiviteleri karsilagtirildi. Bu degerler Tablo 2.’de verildi. Demir
indirgeme giicli radikal giderme aktivitesinin 6a (200 pg/mL konsantrasyondaki absorbans degeri
0,19 + 0,004) ve 7b (200 nug/mL konsantrasyondaki absorbans degeri 0,47 + 0,024) bilesiklerinde

en yiiksek oldugu goriildii. Benzimidazol konsantrasyonu arttik¢a indirgeme giicli de artmaktadir.

Tablo 2. Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin Indirgeme Giicii Aktiviteleri

Bilesikler | Konsantrasyon Indirgeme Giicii Bilesikler Indirgeme Giicii

(ng/mL) Absorbans Absorbans

Degerleri* Degerleri*
50 0,02 +£ 0,004 0,14 + 0,002
100 0,03+ 0,007 0,15 + 0,004
2 150 0,05+ 0,004 6a 0,16 + 0,010
200 0,07 £ 0,0007 0,19 + 0,004
50 0,06 + 0,002 0,19 + 0,031
100 0,08 + 0,004 0,28 + 0,012
3 150 0,10 + 0,006 7b 0,31+0,014
200 0,13 + 0,009 0,47 + 0,024
50 0,08 + 0,003 0,04 + 0,008
100 0,13 + 0,006 0,08 + 0,005
4 150 0,14 + 0,010 Ta 0,12 + 0,001
200 0,19 + 0,001 0,14 + 0,008
50 0,07 + 0,004 0,07 + 0,002
100 0,08 + 0,006 0,08 + 0,004
5 150 0,11 +0,016 6b 0,12 + 0,008
200 0,17 £0,012 0,14 + 0,006
50 0,03 + 0,009 0,03 + 0,005
8a 100 0,05 + 0,006 0,04 + 0,004
150 0,07 + 0,006 8d 0,06 + 0,003
200 0,11 + 0,005 0,07 + 0,001
50 0,02 + 0,004 0,04 + 0,003
100 0,04 + 0,004 0,05 + 0,007
8b 150 0,05 + 0,007 8f 0,07 £ 0,010
200 0,06 + 0,0007 0,09 + 0,006
50 0,04 + 0,011 0,05 + 0,002
100 0,05 + 0,007 0,07 + 0,009
8c 150 0,07 + 0,008 8¢ 0,10 + 0,006
200 0,08 + 0,002 0,12 + 0,004

50 0,08 + 0,004 0,16 +0,01

100 0,09 + 0,009 0,21+ 0,02

8e 150 0,11+0,013 BHT 0,27 +£0,02
200 0,16 + 0,009 0,31+0,03

*Standart sapma

DPPH radikali, kararli diyamagnetik molekiil haline gelmek i¢in bir elektron veya hidrojen
radikali alan serbest bir radikaldir (Soares ve ark., 1997). Sebest radikaller lipid peroksidasyonda
yer alirlar ve bir¢ok kronik hastalikta dnemli rol alirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Bundan
dolay1 serbest radikalleri temizleme giicii onemli bir antioksidan 6zelliktir. Caligilan benzimidazol

bilesiklerinde DPPH orani en yiiksek 5 ve 6a bilesiklerinde tespit edildi.
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Indirgeyici gii¢, bitkinin potansiyel antioksidan aktivitesinin énemli bir gdstergesidir. Ayrica
benzimidazol konsantrasyonu arttik¢a indirgeyici gii¢ aktivitesinde de artis goézlendi. Bu ¢alismada,
benzimidazol bilesiklerinden indirgeme giiciiniin en fazla olan 6a ve 7b nolu bilesiklerin sahip
oldugu bulundu.

DPPH serbest radikali, dogal bilesiklerin serbest radikal siiplirme aktivitesini belirlemek i¢in
kullanilmasina karsin; ABTS serbest radikali, genellikle ¢Oziiniirliik ve girisim sorunu ortaya
ciktiginda ve DPPH temelli tayinler yeterli gelmedigi zaman kullanilir (Osman ve ark., 2006). Bu
calismada, ABTS radikal giderme aktivitesi en yiiksek 2 ve 6b bilesiklerinde goriildii.

Kerimov ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada; imidazol bilesiklerinin antioksidan
aktiviteleri DPPH radikali siipiiriicti aktivitesi incelenmis ve bilesiklerin her iki aktivite ag¢isndan
orta derecede aktivite gosterdikleri izlenmistir. 2-[(2-(4-Klorofenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-
il)metil]-5-(4-florofenil)-1,3,4-oksadiazol bilesiginin ise incelenen imidazol bilesikleri arasinda en
aktif bilesik oldugu bulunmustur (Kerimov ve ark., 2011).

Es tarafindan yapilan ¢alismada; triazol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri (DPPH ve ABTS
radikal giderme ve indirgeme giicii) incelenmis ve bilesiklerin orta diizeyde antioksidan aktivite
gosterdigi (ABTS igin ICs0= 6480,25 + 65,13 uM) bildirilmektedir (Es, 2013).

Baltas ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada; farkl: tiir heterosiklik halkalar i¢eren, bazi
benzimidazol tiirevi bilesiklerin, antioksidan radikal siipiirme aktiviteleri (ABTS, DPPH),
incelenmis olup bilesiklerden bazilarinin ABTS metoduna gore ¢ok iyi radikal siiplirme aktivitesi
sergiledigi bildirilmektedir (Baltag ve ark. 2015).

Yapilan bu ¢alismada ise; ilk defa sentezlenmis 15 adet benzimidazol bilesiginin antioksidan
aktiviteleri; DPPH radikal giderici aktivite, demir indirgeme giicli ve ABTS radikal giderici aktivite
gibi cesitli antioksidan testler kullanilarak incelendi. Elde edilen sonuc¢lar, BHT ve Troloks gibi
standart antioksidanlar ile karsilastirilarak degerlendirildi. Benzimidazol bilesiklerinin her ii¢
aktivite agisindan orta derecede etki gosterdikleri belirlendi. Ancak incelenen bilesikler arasinda 2,

5, 6a, 6b ve 7b bilesiklerinin en aktif bilesikler olduklar1 saptandi.

4. Sonuclar ve Oneriler

Hizla gelisen ve durmaksizin ilerleyen teknoloji, ¢evre kirliligi, radyasyon, kontamine sular,
tarim ilaglari, agir metaller ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi bir¢ok etken insan
viicudunda kagimilmaz olarak serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar. Serbest
radikaller, oksijenin oldukgca reaktif formlar1 olup, viicut hiicrelerini tahrip etmektedir. Bu da kalp
damar hastaliklari, kanser, katarakt, diyabet, karaciger tahribati ve diger pek cok hastaliga davetiye

cikarmaktadir. Bu hastaliklara ¢oziim getirmek Oncelikle serbest radikallerin olumsuz etkilerini



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 7(2), 87-95, 2017 94

bertaraf etmek ve hastaliklarin olusumunu engellemekle gerceklesebilir (Kasnak ve Palamutoglu,
2015).

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yok edici sistemlerdir. Viicutta ROT’larin
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek iizere enzimatik veya enzimatik olmayan
birgok endojen antioksidan savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bunun yaninda bazi ilaglar,
vitaminler ve sentetik gida antioksidanlar1 da ekzojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir
(Blois, 1958).

Insan ve veteriner ilaglarinin yapiminda antihelmintik olarak kullanilan benzimidazol 6nemli
bir heterosiklik bilesiktir. Benzimidazol tiirevlerinin DNA yapisina baglanma ilgisi oldukca
yliksektir. Bu 0zellik, benzimidazollerin biyolojik aktivite goOstermesine neden olmaktadir
(Chakrabarty, 2006).

Sonug olarak, bu ¢alismada ilk defa sentezlenmis benzimidazol bilesiklerinin biitlin testlerde
antioksidan aktivite gosterdigi ve iyi bir antioksidan kaynagi olabilecegi ve literatiire 6nemli bir

katki saglandig1 goriisiine varilmistir.
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