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Anahtar Kelimeler .
Ftalimid, oz

Antimikrobiyal, Bu caligmada, baz1 N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-c) antimikrobiyal etkileri Gram-negatif

Antibakteriyel, (jenerik Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium, Citrobacter freundii, Klebsiella
gl.‘t;.fl‘mg? L pneumoniae, siga toksin ireten E. coli O157:H7 (STEC O157:H7)) ve Gram-pozitif bakteriler
ietilamin

(Stapylococcus aureus, Listeria monocytogenes) 1izerinde incelenmistir. N-siibstitiie ftalimid
tiirevlerinin antifungal etkileri ise maya (Candida albicans) ve kif (Aspergillus brasiliensis) lizerinde
test edilmistir. Antimikrobiyal analizlerde bakterilere kars1 vankomisin-30 pg (VA-30), rifampisin-5 ug
(RA-5) ve tetrasiklin-30 pg (TE-30), funguslara karst ise kars1 flukonazol-25 ng (FZ-25) pozitif kontrol
grubu olarak kullanilmigtir. Genel olarak, N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-c¢) Gram-negatif,
Gram-pozitif bakteriler, maya ve kiif iizerinde 6nemli antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu
gbzlemlenmigtir. Yapisinda dietilamin grubu ihtiva eden 4¢ bilesigi C. freundii ve L. monocytogenes
iizerinde diger ftalimid tiirevlerine ve kontrol bilesiklerine gore en iyi aktiviteyi gostermistir. Diger
taraftan Br iceren 3 bilesiginin, C. freundii hari¢ hem antibakteriyel hem de antifungal etkisi ile genis
spektrumlu antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu gériilmiistiir. Sonug olarak, N-siibstitiie ftalimid
tiirevleri (2, 3, 4a-c) yeni imit verici antimikrobiyal ajanlar olarak disiiniilebilir.

Investigation of Antimicrobial Effects of Some N-Substituted Phthalimide Derivatives

Keywords ABSTRACT
Phthalimide,

Antimicrobial, In this study, antimicrobial effects of some N-substituted phthalimide derivatives (2, 3, 4a-c) were

Antibacterial, investigated on Gram-negative (generic Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium, Citrobacter

Antifungal, freundii, Klebsiella pneumoniae, shiga toxin producing E. coli O157:H7 (STEC O157:H7)) and Gram-

Diethylamine positive bacteria (Stapylococcus aureus, Listeria monocytogenes). The antifungal effects of N-substituted
phthalimide derivatives were tested on yeast (Candida albicans) and mold (Aspergillus brasiliensis). In
the antimicrobial analysis, vancomycin-30 pg (VA-30), rifampicin-5 pg (RA-5) and tetracycline-30 pg
(TE-30) against bacteria and fluconazole-25 pg (FZ-25) against fungi were used as positive control
groups. In general, N-substituted phthalimide derivatives (2, 3, 4a-c) have been observed to have
important antimicrobial activities on Gram-negative, Gram-positive bacteria, yeast, and mold. Compound
4c, which contains a diethylamine group in its structure, showed the best activity on C. freundii and L.
monocytogenes compared to other phthalimide derivatives and control compounds. On the other hand,
compound 3 containing Br has been observed to have broad-spectrum antimicrobial properties with both
antibacterial and antifungal effects, except for C. freundii. In conclusion, N-substituted phthalimide
derivatives (2, 3, 4a-c) can be considered new promising antimicrobial agents.
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Bazi N-Siibstitiie Ftalimid Tiirevlerinin Antimikrobiyal Etkilerinin incelenmesi

1. GIRiS

Ftalimid tiirevi bilesikler, biyolojik olarak aktif olmalarina
yardimect olan bir imid halkasina (~CO-N(R)-CO-) sahiptir, bu
nedenle farmasotik agidan oldukca faydali bilesiklerdir [1].
Izoindolin-1,3-dion olarak da bilinen ftalimid ve onun N-
stibstitiie tiirevleri, organik kimyada c¢ok cesitli biyolojik
aktivitelere sahip 6nemli bir bilesik sinifin1 olusturmaktadir.
Ftalimid tiirevlerinin antikanser, antikolinesteraz,
antimikrobiyal, antifungal, anti-inflamatuar, VEGFR-2
inhibitdrii, antioksidan, antiviral ve antikonviilsan gibi etkilere
sahip oldugu bilinmektedir [2-15] (Sekil 1).
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Sekil 1. Bazi1 biyoaktif ftalimid tiirevleri.

N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin antibikrobiyal etki
gosterdigi pek ¢ok calismada rapor edilmistir. Pawar ve grubu
ftalimitin gesitli N-alkil ve N-alkiloksi tiirevlerini sentezlemis
ve oldukga giiclii antifungal etki gosterdigini rapor etmistir [3]
(Sekil 2). Baluja ve grubunun yapmis oldugu bir ¢aligmada, 2-

hidrazinil-2-okso-N-fenilasetamid ~ ve  ftalik  anhidritin
kondenzasyonu ile c¢esitli N-siibstitiie ftalimid tlirevi
bilesiklerin sentezi gergeklestirilmis. Sentezlenen tiim

bilesiklerin N,N-dimetil formamid ve dimetil siilfoksitte ¢esitli
bakteri ve mantar tiirlerine kars1 antimikrobiyal etkileri in vitro
caligmalarla test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
bilesiklerin biiylik bir kisminin orta derecede antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve antimikrobiyal ¢aligmalarda N,N-dimetil
formamitin, dimetil stilfoksitten daha iyi bir ¢dziicii oldugu

rapor edilmistir [14] (Sekil 2).
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Sekil 2. Baz1 antimikrobiyal ftalimid tiirevleri [3,14].

Ayrica ticari olarak satilan bazi ftalimid tiirevi ilaglar da
vardir. Folpet, mantar ilact olarak kullanilan bir bilesiktir.
Talidomid, antineoplastik ve antileprotik 6zellikleri ile
bilinirken, ampremilast astim ve akciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan bir fosfodiesteraz-4 inhibitoriidiir.
Lassbio-468 ise bir fosfodiesteraz-4 inhibitdrii olup, anti-
inflamatuar etkileri sayesinde romatoid artrit ve sok septik
sendromu tedavisinde kullanilmaktadir. [1] (Sekil 3).
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Sekil 3. Bazi ftalimid tiirevi ticari ilaglar.
2. MATERYAL VE METOT
2.1. Sentez

Daha once yaptigimiz bir calismada, bazi N-siibstitiie
ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-c) sentezi, karakterizasyonu ve
bunlarin antikolinesteraz inhibitdr 6zellikleri rapor edilmistir
[5]. Sentezlenen tiim bilesiklerin oldukg¢a giiclii kolinesteraz
inhibitorii olduklari, 6zellikle de 4b bilesiginin en iyi aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda, in silico ¢alismalar ile,
bilesiklerin enzim ile etkilesim mekanizmast ve ADME
caligmalari ile ila¢ benzerlikleri incelenmistir. Buna gore ilgili
bilesiklerin, enzimlerin aktif bolgeleri ile iyi -etkilesim
yaptiklart ve ADME c¢aligmalaria gore de diisiik toksisite ve
kabul edilebilir ilag benzerlik skorlarmma sahip olduklar
bildirilmistir. Mevcut ¢alismamizda bu bilesikler literatiirde
belirtildigi sekilde yeniden sentezlendi [5]. Oncelikle, ftalik
anhidritin (1) DL-1-amino-2-propanol ile toluen igerisinde
reaksiyonundan ftalimid tiirevi 2 bilesigi sentezlendi. 2
bilesiginin asetonitril (MeCN) icerisinde NaHCOs3 varliginda
bromoasetil bromiir (BrCOCH,Br) ile reaksiyonundan bilesik 3
elde edildi. 3 bilesiginin, diklorometan (DCM) igerisinde ¢esitli
ikincil aminler (sirasiyla pirolidin, 4-metil piperidin ve
dietilamin) ile oda sicakliginda reaksiyonu gerceklestirilerek
hedef bilesikler (4a-c) sentezlendi (Sekil 4). Sentez basamaklari

Sekil 4°te 6zetlenmistir [5].
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Sekil 4. N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-c) sentez
basamaklari.
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2.2. Antimikrobiyal Aktivite

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde test
mikroorganizmasi olarak jenerik Escherichia coli (ATCC
25922), Stapylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes  (ATCC  7644), Salmonella  enterica
Typhimurium (ATCC 14028), Citrobacter freundii (ATCC
43864), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) ve siga toksin
tireten E. coli O157:H7 (STEC O157:H7) (ATCC 35150)
kullanilmistir. Antifungal aktivitenin tespiti i¢in ise Candida
albicans (ATCC 10231) ve Aspergillus brasiliensis (ATCC
16404) kullanilmistir. Kiiltiirler Mus Alparslan Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari’ndan
temin edilmistir. Bakterilerin gelisim ortami olarak Tryptic Soy
Agar (TSA, Biolife; italya), ve Tryptic Soy Broth (TSB, Merck
KGaA, Almanya), C. albicans ve A. brasiliensis igin ise
Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Oxoid, USA) ve Sabouraud
Dextrose Broth (Difco Laboratories, USA) kullanilmistir.

Ftalimid tiirevlerinin (2, 3 ve 4a-¢) antimikrobiyal
aktivitelerinin 6l¢iilmesi amaciyla, dimetilsiilfoksit ¢oziiclisi
(Dimethylsulfoxide (DMSO), Anhydrous, 99.9%, Sigma
Aldrich) kullanilarak 2048 ppm konsantrasyona sahip
bilesiklerin ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ardindan ¢ozeltiler 0.22
um por c¢apina sahip steril filtreden gegirilerek steril tiiplere
aktarilmistir. Steril fizyolojik tuzlu su kullanilarak McFarland
0.5 standardina ayarlanmig (10® kob/mL) siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Bakteri ve fungus siispansiyonlarindan sirasiyla
TSA ve SDA igeren petrilere 100 pL siispansiyondan inokiile
edilerek steril drigalski ile yiizey kaplanmistir. Antimikrobiyal
aktivitenin tespiti agar kuyu diflizyon ydntemine gore
gergeklestirilmistir [15, 16]. Etken maddelerin ilavesi igin agar
ylizeyinde 6 mm kuyucuklar agilmistir. Kuyucuklara etken
maddeden 100 pL ilave edilmistir [17]. Bakteri inokiile edilmis
petri kaplart 37 °C’de 24 saat, maya iceren petriler 28 °C’de 48
saat ve kiif iceren petriler 28 °C’de 72-96 saat inkiibasyona
birakilmistir [18]. Bakteriler i¢in vankomisin-30 ug (VA-30),
rifampisin-5 pg (RA-5), tetrasiklin-30 pg (TE-30), funguslara
kars1 ise flukonazol-25 pg (FZ-25) pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Dimetilsiilfoksit ise negatif kontrol grubu olarak
kullamilmugtir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ftalimid tiirevi
bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek igin
kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 dijital kumpas
kullanilarak  olgiilmiistiir.  Arastirma  paralel  olarak
yiiriitilmiistir.

3. DENEYSEL BULGULAR
3.1. Antimikrobiyal aktivite

Bu c¢aligmada sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal
aktiviteleri, bakteriler (Gram-negatif ve Gram-pozitif), maya ve
kiife karsi incelenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 1 ve 2°de
ozetlenmistir. Genel olarak, bilesiklerin Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilere, maya ve kif iizerine degisen derecelerde
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu gdzlemlenmistir.
Bilesik 3’tin, C. freundii hari¢ hem antibakteriyel hem de
antifungal etkisi ile genig spektrumlu antimikrobiyal 6zelliklere
sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesik 3, S. aureus’a (25.95 £ 0.34
mm) (Sekil 5a) ve A. brasiliensis’e (31.91 £ 0.39 mm) (Sekil
5b) kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite sergilemigstir. 4a
bilesigi, test edilen gruplar arasinda ikinci en yiiksek

antibakteriyel etkiye sahip oldugu bununla birlikte C. albicans
iizerinde en yiiksek antifungal etkiyi gosterdigi belirlenmistir.
4c bilesigi, genel olarak S. aureus harig diisiik seviyelerde genis
spektrumlu bir aktivite gostermistir.

Sekil 5. N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin S. aureus (a) ve A.
brasiliensis e kars1 antimikrobiyal aktivite goriintiileri.

Gram negatif bakteriler incelendiginde jenerik E. coli lizerine
3, 4b ve 4¢ numarali bilesiklerin antimikrobiyal 6zellige sahip
oldugu goriilmistiir. En yiiksek inhibisyon zonu 4b numaralt
bilesikte (10.03 + 0.04 mm) tespit edilmistir. S. Typhimurium
iizerine sadece 3, 4a ve 4¢ numarali bilesikler antimikrobiyal
aktivite sergilerken, diger Orneklerde zon olusumu tespit
edilmemistir. En yiiksek inhibisyon bilesik 3’te (13.95 + 0.57
mm) tespit edilmistir. C. freundii, etken maddelere karsi en
direncli bakteri olarak 6ne ¢ikmistir. Bilesiklerden sadece 4c¢
(8.83 £ 0.17 mm) antimikrobiyal aktivite gostermistir. K.
pneumoniae’ye kars1 tiim bilesikler sinirli da olsa 9.05-9.96 mm
arasinda degisen zon olusturmuslardir. K. pneumoniae ile
benzer sekilde bilesiklerin hepsi STEC O157:H7 iizerinde de
antimikrobiyal etki gostermistir. En yiliksek etki, bilesik 3
(14.23 + 0.16 mm), en diisiik etki ise bilesik 2 de (8.96 + 1.96
mm) tespit edilmistir. Gram pozitif bakterilerden S. aureus
iizerinde en yiiksek bakteriyel inhibisyon zonlari, 3 ve 4a
bilesikleri i¢in sirasiyla 25.95 + 0.34 mm ve 21.45 + 0.62 mm
olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 1. N-siibstitiie ftalimid tiirevleri (2, 3, 4a-¢) (2048 ppm) ve referans bilesiklerinin antibakteriyel aktiviteleri.

Antibakteriyel Aktivite (Inhibisyon zon bolgesi (mm))
Gram (-) Gram (+)
Bilesikler | Jenerik E. coli | S. Typhimurium | C. freundii | K. pneumoniane STEC S. aureus | L. monocytogenes
0157:H7

- - - 9.48 £ 0.89 8.96 = 1.96 - -

3 9.42 +£1.48 13.95 £ 0.57 - 9.41 £ 0.64 14.23 £0.16 | 25.95+0.34 8.35+1.43
4a - 12.0 £ 0.96 - 9.05+0.52 13.8+0.71 | 21.45+£0.62 -
4b 10.03 + 0.04 - - 9.96 £0.51 11.23 £ 1.60 - -

4c 9.34 £0.04 11.41+£1.98 8.83 £0.17 9.06 £ 0.48 9.31+£0.20 - 9.71 £1.10
VA-30 7.62£0.79 - - - 9.99+1.43 | 16.64+1.14 -
RA-5 - - - - - 25.05+1.26 -
TE-30 16.2+1.72 15.39 +0.00 - 16.51 +1.16 16.51 +1.98 | 22.95+0.96 -

Kisaltmalar: VA-30: Vankomisin-30 pg; RA-5: Rifampisin-5 pg; TE-30: Tetrasiklin-30 pg

3.2. Yapi-Aktivite iliskisi

Antimikrobiyal aktivitesi incelenen N-siibstitiie-ftalimid
tiirevleri (2, 3, 4a-c) yapisal olarak bir benzen halkasi ve buna
kondanse 5 iiyeli bir imit halkasina sahiptir. Bilesiklerdeki
yapisal farklilik ise imit halkasindaki N atomuna bagl
gruplardir.  Bu  anlamda  bilesiklerin  antimikrobiyal
aktivitelerinin degiskenligine N atomuna bagli gruplarin etki
ettigini s6ylemek miimkiindiir. 2 bilesigi yapisinda OH grubu
bulundururken, 3 bilesigi OCOCH,Br grubunu icermektedir.
Diger taraftan 4a-c bilesiklerindeki yapisal farkliligi ise
OCOCH;-sekonder amin seklinde ifade edebiliriz. Buradaki
sekonder amin gruplar1 4a, 4b, ve 4¢ bilesikleri i¢in sirasiyla
pirolidin, 4-metilpiperidin ve dietilamindir.

Jenerik E. coli iizerindeki antibakteriyel aktivitede, ftalimid
tiirevleri arasinda yapisinda OH grubu bulunduran bilesik 2 ve
OCOCH;-pirolidin bulunduran 4a hari¢ diger bilesiklerin (3, 4b
ve 4c¢) antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. 4b ve
4c bilesikleri i¢inde 4-metilpiperidin halkas1 bulunduran 4b
bilesiginin dietilamin igeren 4c¢ bilesigine gore daha iyi aktivite

Cizelge 2. N-siibstitiie ftalimid tiirevleri (2, 3, 4a-c)
(2048 ppm) ve referans bilesiklerinin antifungal

aktiviteleri

Antifungal Aktivite

(inhibisyon zon bdlgesi (mm))
Bilesikler Maya Kiif
C. albicans A. brasiliensis

2 10.27 £0.18 -
3 1047 +1.11 31.91+£0.39
4a 15.15+0.12 9.42+£1.99

4b 7.82+£1.42 -

4c 10.22+£0.72 -
FZ-25 17.35+2.25 15.04 £ 0.44

Kisaltmalar: FZ-25: Flukonazol-25 pg

sergiledigi goriilmektedir. 4-metilpiperidin halkasinin jenerik
E. coli tzerine antibakteriyel aktivitede etkili oldugu
diistiniilmektedir.

S. Typhimurium tizerinde 2 ve 4b bilesiklerinin aktivite
gostermedigi, buna karsin 3, 4a ve 4b bilesiklerinin iyi bir
antibakteriyel aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Bu

bilesiklerin yapisina bakildiginda, Br grubunu igeren 3
bilesiginin en iyi aktiviteyi gostermesi, S. Typhimurium
tizerinde Br grubunun etkili olabilecegini gostermektedir.

C. freundii tzerinde sadece dietilamin grubu igeren 4c¢
bilesigi aktivite gosterirken, diger bilesiklerde anlamli bir
aktivite izlenmemistir. Bu durum, C. freundii iizerinde
dietilamin  grubunun aktivitede etkin rol oynadigini
gostermektedir. Referans bilesikleri VA-30, RA-5 ve TE-30'un
C. freundii tlizerinde etkili olmamasma karsin, 3 bilesiginin
antibakteriyel etki gostermesi onem tagimaktadir.

K. pneumoniae  lzerine  antibakteriyel  aktivite
incelendiginde, referans bilesikler VA-30 ve RA-5 herhangi bir
etki gostermezken, tiim ftalimid bilesikleri (2, 3, 4a-c) anlaml
ve benzer bir etki gostermistir.

STEC O157:H7 {izerine antibakteriyel aktivitede, tiim
ftalimid  bilesiklerinin ~ anlamli  bir  etki  gosterdigi
gozlemlenmistir. Yapisinda Br bulunan 3 bilesigi, en yiiksek
aktiviteyi sergilerken, pirolidin igeren 4a bilesigi de ona gore
biraz daha diisiik olmakla birlikte yiiksek bir aktivite
gostermigtir. Bu bilesiklerin aktivitelerinin digerlerine gore
daha iyi oldugu dikkat ¢ekmektedir. STEC O157:H7 tizerinde
Br ve pirolidin gruplarmin aktivitede 6nemli rol oynadigi
disiiniilmektedir.

S. aureus izerinde yapilan antibakteriyel ¢alismada ise, 2,
4b, ve 4c bilesikleri herhangi bir etki gostermezken, yapisinda
Br olan 3 bilesiginin aktivitesinin hem referans bilesiklerinden
hemde diger ftalimid tiirevlerinden daha iyi oldugu tespit
edilmistir. Bu durumda S. awureus iizerindeki aktivitede
ozellikle Br ve pirolidin gruplarinin etkin rol oynadiklari
disiiniilmektedir.

L. monocytogenes iizerinde yapilan aktivite ¢aligmasinda
yine Br igeren 3 bilesiginin ve dietilamin iceren 4¢ bilesiginin
belirgin bir aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu durumda L.
monocytogenes iizerinde Br ve dietilamin gruplarinin etkin rol
oynadiklari disiiniilmektedir.

Yapmis oldugumuz antifungal aktivite ¢alismasinda, C.
albicans iizerinde biitlin bilesiklerin bir aktivite gosterdigi
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goriilmiistiir. 4. brasiliensis lizerine yapisinda Br bulunduran 3,
ve pirolidin bulunduran 4a bilesikleri yiiksek antifungal aktivite
gosterirken, diger ftalimid tiirevleri herhangi bir etki
gostermemistir. Bu durumda yine Br grubunun A. brasiliensis
iizerine antifungal aktivitede etkili oldugu goriilmektedir. Yapi-
aktivite iligkisinde, genel olarak, Br ve dietil amin gruplarinin
antimikrobiyal aktivitede etkin rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

4. SONUCLAR

Bu ¢alismada, baz1 N-siibstitiie ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-
¢) sentezi ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Ftalimid
tiirevlerinin antibakteriyel aktiviteleri Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteriler tizerinde test edilmistir. Antifungal etkileri ise
maya ve kiif tizerinde test edilmistir. Antibakteriyel analizlerde
VA-30, RA-5 ve TE-30, funguslara kars1 ise FZ-25 pozitif
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Genel olarak, N-siibstitiie
ftalimid tiirevlerinin (2, 3, 4a-c) 6nemli dl¢lide antimikrobiyal
aktivitelere sahip oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle 4¢ bilesigi,
C. freundii ve L. monocytogenes tizerinde hem diger ftalimid
tiirevlerine hemde kontrol bilesiklerine gore en iyi aktiviteyi
gostermistir. Diger taraftan, yapisinda Br bulunduran 3
bilesiginin, C. freundii haric hem antibakteriyel hem de
antifungal etkisi ile genis spektrumlu antimikrobiyal 6zelliklere
sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, genel
olarak ilgili ftalimid tiirevleri (6zellikle 3 ve 4¢) umut vadeden
aktiviteleri nedeniyle potansiyel olarak etkili yeni
antimikrobiyal ajanlar olarak diisiiniilebilir.
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