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OZET

Bu c¢alismada ilag  hammaddesi olarak  kullanilmas:  diigiiniilen  ve
antispazmodik aktivitesi bulunan iki tetrahidrobenzimidazol tiirevi bilesigin
kimyasal sentezi yapilmis. yapisal analizleri. Analitik metodlarla belirlenmis
ve Ames Salmonella/mikrozom testi ile mutajenik 6zellikleri arastirthmistr.
TA 98 ve TA 100 suslart kullanilarak. metabolik aktivasyonlu ve metabolik
aktivasyonsuz olarak gerceklestirilen deneyler sonucunda. negatif kontrolle
karsilasurildiginda bilesiklerin mutajenik ozellik gostermedigi belirlenmistir.
Ancak. doza bagh artig goz oniine alindiginda bilesiklerin her ikisinin de
kullantlan suslardan biri veya her ikisi icin zayil mutajeniteye sahip oldugu
gbzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tetrahidrobenzimidazol, Salmonella/microsome Testi,
Kimyasal Tutajenite

SYNTHESIS, STRUCTURAL ANALYSIS AND DETERMINATION
OF MUTAGENIC ACTIVITIES OF TWO NEWLY SYNTHESIZED
BENZIMIDAZOLE DERIVATIVES

ABSTRACT

In this study. two benzimidazole derivatives. having antispazmodic activity,
were synthesized. Their chemical analyses were performed by using
analitical  methods and  mutagenic activity determined by using
Ames/Salmonella /microsome test. The experiments were performed with
and without metabolic activation by using the strains both TA 98 and TA
100. The results showed that they are shown to have no mutagenic activity in
acceptable doses, but when the dosage were increased, they are observed (o
have weakly mutagenic effect.

Keywords: Tetrahidrobenzimidazole, Salmonella/microsome Test, Chemical
Mutagenicity
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1.GIRIS

Bazt benzimidazol bilesiklerinin, tarafimizca yapilan onceki calismalarda,
antispazmodik aktivitelert ile tlgili bulgular elde edilmistir [1].

Bu calismada. 1ki adet 2-siibstitiie-4,5,6,7-tetrahidro-1H-benzimidazol
bilesigi ortak bir sentez yontemi ile elde edilmis ve bu bilesiklerin mutajenite
testlert ger¢eklestiriimistir. Reaksivon semast Sekil 17 de gosterilmistir.
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Sekil 1. 2-(p-metoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- I H-benzimidazol bilesiklerinin ortak
sentez ydntemine ait reaksiyon gemasi

Arastrma kapsaminda bazi stibstitiie 4.5,6,7-tetrahidro-1H benzimidazol
bilesiklerinin sentezleri gerceklestirilmis ve kazanilan tiirevlerin yapilar
aydmlatldiktan sonra mutajenite testlerine gecilmistir. Bilesiklerin yapisal
formiillert Sekil 2° de gosterilmistir.
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2-(p-metoksifenil)-4,5.6,7- 2-(m,p-dimetoksifenil)-4,5.6.7 -tetrahidro-1
tetrahidro-1H-benzimidazol H-benzimidazol

Sekil 2. 2-(p-metoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro-1H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- 1H-benzimidazol  bilesiklerinin  yapisal
formiillen

Imidazol tiirevleri antiinflamatuar, antianaljezik. antispazmodik, kardiotonik,
antihipertansif, antitimor ve gastrik asit salimimuini inhibe edici etkilerinden
dolay1 ilag sanayinde siklikla kullanidlan molekdllerdir [2,3,4,5,6.7].

Bu caligmanm amact, ila¢ hammaddesi olarak kullantlmasi diisiiniilerek

sentezlenen iki yeni benzimidazol tiirevi bilesigin mutajenik 6zelliklerinin
arastirimasidir.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu cahsmada kullamlan aletler: Bilesiklerin erime dereceleri Stuart
Scientific Smpl erime derecesi tayin cihazt kullanilarak belirlenmis ve
diizeltilmemis olarak rapor edilmistir. Elementel analizler Carlo Erba 1106
Analizor ile gerceklestirilmistir.

Bu calismada kullanilan kimyasallar; Nutrient Broth ve Bacto Agar Oxoid,
mutajenite  test  tabletleri  Boehringer ~ Mannheim Chemical.Co,
dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) Aldrich, sodyum
azid (SAZ) ve 2 aminofloren (2-AF) Merc, ampisilin trihidrat, 3 metil
kolantren, histidin ve biyotin Sigma’ dan temin edilmistir.

Deneyde kullanilan bakteri suslari; Salmonella typhimurium TA 98 ve TA
100 mutant suslart, Dr Bruce Ames’ den (University of California, Berkeley,
Ca., USA) temin edilmistir.

2-(p-metoksifenil)-4.,5,6,7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro- 1H-benzimidazol bilesiklerinin sentezleri
ve elementel analizleri icin: hesapl miktarda 1.2-siklohekzandion ile yine
hesapli miktarda aldehit tiirevi: amonyum asetat varhgmda ve asetik asit
icinde yaklagik 1 saat kadar, geri geviren sogutucu altinda sitilarak
karistirilmistir. Reaksiyon karisimi sogutulup, amonyak ¢dzeltisi igerisinde
notrallestirilmistir. Olusan ¢okelti stiziilerek almmis, kurutulduktan sonra
etanol den kristallendirilmistir [8].

Bu bilesikler, literatiirde kayith olmalarina ragmen, yapt aydinlatma
calismalarini daha giivenilir hale getirmek amact ile elementel analizleri
yapilmistir. Ayrica deneysel erime dereceleri literattir dereceleri ile
karsilastirilarak safhiklarina karar verilmistir. Sonuglar Tablo 1 ve Tablo 2"de
gosterilmistir.

Test kimyasallarimin farkli konsantrasyonlardaki (0.1, 1, 10, 100, 1000
ng/petri) stok soliisyonlari DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Bilesiklerin standart test suslart icin toksik olmayan dozlar1 Dean ve ark.
(1982)" a gore belirlenmis ve sitotoksik olmayan bes ayri doz ile ¢ahsilmistir

[91.

Cahigmada kullantlan Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarmin
stoklarinin hazirlanist, genetik isaretlerinin kontrolii ve plak inkorporasyon
yonteminin uygulanist Maron ve Ames (1983)” e gore yapilmistir [10]
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~

59 fraksiyonu, 3-metilkolantren ile indiiklenmis Spraque-Dawley irki erkek
ratlarin (1830-200g) karacigerinden elde edilmistir [10].

Standart plak inkorporasyon yonteminde 45 "C’ deki su banyosunda tutulan
eritilmis 2 mP'lik dst agara 0,1 ml test bilesigi ve 0.1 ml bakteri kiiltiiri (1-2
x 10" bakteri/ml) eklenerek . minimal tuz ve glukoz iceren agar plaklaria
dokilmistir. 89 fraksiyonu varhiginda yapilan deneylerde 0.5 ml S9 karisimi
tlave edilmistir. Plaklar 37 “C’de 48-72 saat inkiibe edilmis ve revertant
kolonilerin sayimi yaptlmistir. Her deney negatif kontrol (spektrofotometrik
derecedeki dimetilsiilfoksit) ve pozitif kontrolleri (20 pg/petri NPD TA98
icin ve 1.5 pg/petri SAZ TAI100 icin) icerecek sekilde ii¢ paralel olarak
uygulanmistir Metabolik aktivasyon igeren deneylerde 2AF (10 ng/petrt)
her iki sus icinde pozitif mutajen olarak kullaniimistir.

3. BULGULAR

Tablo 1. Bilesiklerin formiilleri. molekiiler agirhklart ve erime dereceleri

R Kapali Formiil | Molekiil Agirh@: | Erime (°C)
Ph—P—OCH] C}.,j H]_L N1 0] 228.293 236 °C *
Ph-m.p- CiysHigN- O, 258.320 258°C
(OCH;)»

* Wiedenhagen ve ark. (1938) [12]
““Demirayak ve ark. (1990) [13]

Tablo 2. Bilesiklerin elementel analizleri

Elementel Analiz
% C % H 90 N
Hesaplanan | Bulunan | Hesaplanan | Bulunan Hesaplanan | Bulunan

73.65 73.71 7.06 6.89 12.27 12.40

69.74 69.87 7.02 6.94 10.84 10.77
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Tablo 3. 2-(p-metoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- | H-benzimidazol bilesiklerinin metabolik
aktivasyon yoklugunda TA98 ve TA 100 suslart izerindeki mutajenik
akuviteleri

Ornekler TA98 TA100

ng/pl Rev/pt 1 M Rev/pt I M
NK 25+ 42 121 25.1

A

1000 41 = 6.2 1.6 - 216+ 239 1.8 -
100 27+ 94 1.1 - 136+ 15.6 1.1 -
10 30+ 3.2 1.2 - 86 8.1 0.7 -
| 23+ 4.3 0.9 - 76+ 13.0 0.6 -
0.1 30+ 3.2 1.2 - 834 12.9 0.7 -
B

1000 39+ 4.1 1.6 - 16+ 8.3 1.4 -
100 24+ 438 1.0 - 116 223 1.0 -
10 19+ 6.6 0.8 - 77+ 258 0.6 -
] 24+ 31 1.0 - 80+ 13.6 0.7 -
0.1 25+ 39 1.0 - TJ0E£ 15.6 0.6 -
A: 2-(p-metoksifenil)-4,5.6.7-tetrahidro- 1H-benzimidazol

B: 2-(m,p-dimetoksifenil)-4,5.6.7-tetrahidro-1 H-benzimidazol

Ornekler: 100 pl 6rnek/petri

Rev/pt: Revertant sayisi (ayri zamanlarda yapilan ¢ deneyin sonuglart olan
dokuz petrinin ortalamast alinmistir.)

[: Mutajenik indeks: Deneylerdeki his® bakteri kolonisi sayisinin negatif
kontroldeki spontan his™ bakteri koloni sayisina orani

NK: Negatif kontrol: DMSO;

pozitif kontroller: TA 98: NPD (20ug/petri) 1351 £ 3122, TA 100: SAZ
(1.5 pg/petri) 462 =% 60.8

M: mutajenite
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Tablo 4. 2-(p-metoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro-1H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4,5.6,7-tetrahidro- 1H-benzimidazol Dbilesiklerinin metabolik
aktivasyon varh@inda TA98 ve TA 100 suslart iizerindeki mutajenik

aktiviteleri
Ornekler TAY8 TAT00
ng/pl Rev/pt 1 M Rev/pt I M
NK 33 127 99+ 10.6
A
1000 42+ 6.7 1.3 - 100+ 9.6 1.0 -
100 354 6.2 1.1 - 93+ 19 0.9 -
10 36 8.9 1.1 - 102+ 123 1.0 -
| 21+ 4.1 0.6 - 84 11.7 0.8 -
0.1 20+ 8.0 0.6 - 77+ 7.6 0.8 -
B
1000 46+ 6.6 1.4 - 92+ 16.1 0.9 -
100 28+ 3. 0.8 - 95% 344 1.0 -
10 31 6.2 0.9 - 61T 58 0.6 -
1 37+ 74 1.1 - 88+ 4.3 0.9 -
0.1 27+ 8.2 0.8 - 1044 12.5 1.0 -

A: 2-(p-metoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol

B: 2-(m,p-dimetoksifenil)-4,5.6,7-tetrahidro- I H-benzimidazol

Ornekler: 100 pl 6rnek/petri

Rev/pt: Revertant sayist (ayri zamanlarda yapilan ii¢ deneyin sonuglari olan
dokuz petrinin ortalamas1 alinmustir.)

[: Mutajenik indeks: Deneylerdeki his™ bakteri kolonisi sayisiin negatif
kontroldeki spontan his™ bakteri koloni sayisina orani

NK: Negatif kontrol: DMSO;

pozitif kontrol: TA 98: 2AF (10pg/petri) 824=% 455, TA 100 2AF
(10ng/petri) 651 39.1 '

M: mutajenite
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Sekil 3. 2-(p-metoksifenil)-4,5.6,7-tetrahidro-1H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4,5,6.7-tetrahidro- 1H-benzimidazol bilesiklerinin metabolik
aktivasyon yoklugunda TAY98 ve TA 100 suslarn {izerindeki mutajenik
aktivitelerinin doza bagl grafigi

: 2-(p-metoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro-1H-benzimidazol
: 2-(m,p-dimetoksifenil)-4.,5,6,7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 5 (1-2) 31 AKU-Journal of Science 5 (1-2)



Iki Yeni Benzimidazol Tiirevinin Sentezi M. KUTLU . G. AYDOGAN. L. ISIKDAG

<
o 120 -
g— 100 A——”‘/‘\A’——A
c 80 - ——TA 98
s 60 -
t 40 - ’_*/0——+———* —&— TA 100
g 20
« 2 & & & &
()] [@)] ()] (@] [®)]
o a3 =3 3 po 3
7 — o S) o
o - e 8
Dozlar
A
= 120
g 100
g 28 —o—TA 98
£ 40 ¢ —&—TA 100
) M
2 20 -
o O S S . SIS
o o a a a
ke) > > > >
o3 R o ju =2
— Sl (e} o o
= -
Dozlar
B

Sekil 4. 2-(p-metoksitenil)-4.5.6.7-tetrahidro- |H-benzimidazol ve 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4,5.6,7-tetrahidro-1H-benzimidazol bilesiklerinin metabolik
aktivasyon varh@mda TA98 ve TA 100 suslari iizerindeki mutajenik
aktivitelerinin doza bagh grafigi

A: 2-(p-metoksifenil)-4.5.6.7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol

B: 2-(m,p-dimetoksifenil)-4,5.6.7-tetrahidro- | H-benzimidazol

4. TARTISMA VE SONUC

imidazol ¢ekirdegi bazi endojen bilesiklerin ana yapismi olusturan ve insan
organizmasia yabanct olmayan kimyasal bir bilegiktir. Ayrica, giiniimiizde
kullanilan bir ¢ok ila¢c molekiiliiniin yapisina da girmis bulunmaktadir.
Imidazol tiirevleri insanda karacigerdeki glukoranidasyon olaylarinda, nitrik
oksit in olusumunu saglayan enzimin izoformlarinin inhibisyonu gibi pek

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 5 (1-2)
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cok olayda rol almaktadir. Ayrica imidazol tiirevleri antiinflamatuar,
antianaljezik, antispazmodik, kardiotonik. antihipertansif, antitimor ve
gastrik asit salimimuint inhibe edici etkilerinden dolayt ilag sanayinde siklikla
kullanilan molekillerdir [2,3,4,5,6.7].

Bu calismada, sentezlenen iki ayr imidazol tiirevi bilesigin yapilar
aydmlatldiktan sonra mutajenik aktiviteleri Ames Salmonella/mikrozom
testi ile arastirihmistir. Daha onceki calismalarda antimikrobiyal etkilerine de
rastlanmistir [117.

Bu bilesikler. literatiirde kayith olmalarina ragmen, yapr aydilatma
cahsmalarmi daha giivenilir hale getirmek amacr ile analitik yontemler
kullanilarak elementel analizleri yapilmistir.  Ayrica deneysel erime
dereceleri literatiir dereceleri ile karsilastirilarak safliklarina karar verilmistir
[12,13].

Bu bilesiklerin mutajenik aktivitelerini belirleyebilmek amaciyla Ames
Salmonella/mikrozom testi uygulanmistir.

Salmonella/mikrozom testi kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini tesbit
etmekte kullanilan, test parametreleri agisindan iyi standardize edilmis bir
vontemdir. Bu testle, cok sayida kimyasalin mutajenik ve buna bagl olarak
stiphelenilen karsinojenik etkilerinin bir én taramasi yapilabilmektedir. Ek
olarak, bu testle bir mutajenin cerceve kaymasi ya da baz degisimi
mutasyonlarindan hangisine neden oldugu belirlenebilmektedir [14,15].

Bu c¢alismada plak inkorporasyon yontemi kullanilarak. bilesiklerin
Salmonella typhimurium bakterisinin TA 98 ve TA 100 suslar tizerindeki
mutajenik akuviteleri rat karacigeri S9 mikrozomal fraksiyonu iceren ve
icermeven ortamlarda belirlenmistir.

Bir kimyasalin, bu test sisteminde mutajen olarak kabul edilebilmesi icin TA
98 ve TA 100 ile verdigi revertant koloni sayisi, o susa 0zgli negatif
kontroldeki revertant sayrsimn en az iki katr kadar olmahdir. Revertant
koloni sayisindaki doza bagh artis da mutajenite belirlemesinde g6z éniinde
bulundurulmasi gereken bir baska unsur olarak kabul edilir [16,17].

Elde edilen sonuglar, bu kriterlere gore degerlendirilmis ve sonuclar Tablo 3
ve Tablo 47te gosterilmistir. Revertant koloni sayisindaki doza bagh

degisimi gosteren grafikler Sekil 3 ve Sekil 4’ te belirtilmistir.
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Metabolik aktivasyon varhgr ve yoklugunda uygulanan deneylerde, her iki
bilesigin tim dozlart icin mutajeniteye rastlanmamustir. Ancak, 2-(p-
metoksifenil)-4.5,6,7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol bilesiginin gerek
metabolik aktivasyon iceren, gerekse icermeyen ortamlarda TA 98 susu
tizerinde gostermis oldugu etki, revertant kolonilerin sayisimin doza bagh
artist seklindedir. Bu durum bu bilesigin ¢erceve kaymasi mutsyonuna neden
olabilece@inin  g&stergesidir.  2-(p-metoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro- 1H-
benzimidazol bilesigi, metabolik aktivasyon iceren ortamda TA 100 susunun
revertant kolonilerinin sayisinda da doza bagli bir artis meydana getirmistir.
Bu maddenin metabolitlerinin zayif bir mutajenite ile baz degisimi
mutasyonuna neden olabilecegi gozlenmistir. 2-(m,p-dimetoksifenil)-4,5,6,7-
tetrahidro- 1 H-benzimidazol bilesiginin ise metabolik aktivasyon icermeyen
ortamda 0Ozellikle TA 98 susu igin, revertant koloni sayisinda doza bagh
olarak belirgin bir artisa neden oldugu goriilmiistiic. Ayni bilesikle muamele
edilen TA 100 susunun revertant koloni sayist da, doza bagh olarak zayif bir
artis gostermistir.  Ancak  metabolik  aktivasyon varhginda 2-(m,p-
dimetoksifenil)-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-benzimidazol bilesigi TA 100 susunun
revertant koloni sayisinda belirgin bir artis meydana getirirken, bu etki TA
98 susu lizerinde gozlenmemistir. Bu durumda 2-(m,p-dimetoksifenil)-
4,5,6,7-tetrahidro- 1H-benzimidazol bilesiginin cergeve kaymasi
mutasyonuna neden olan etkisi, metabolik aktivasyon igeren ortamda
baskilanmaktadir.

Salmonella/mikrozom testi ila¢ hammadelerini de iceren ¢ok sayida
kimyasalin - mutajenik aktivitelerini belirleyebilmek amaciyla ¢esitli
aragtirmalarda kullanilmistir. Bjorn ve ark. (2001) tarafindan yapilan
calismada [ 18], Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar tizerinde,
ilag  tretiminde kullanilan  4-amino-ve 4-nitrostilben bilesikleri’ nin
mutajenik  aktiviteleri  arastinlmistir.  -NH, ve -NO, fonksiyonel
guruplarindan uzak bolgelerde bulunan 4’-alkyl guruplarmm amino ve
nitrostilben bilesiklerinin mutajenik aktivitelerinde boyut bagimh bir etki
gosterdidi belirlenmistir. Alkil-stibstitiie bilesikler i¢in, mutajenik etkinin
molekiiler seklin modifikasyonlarina bagli oldugu belirlenmistir.

Bir  baska caligmada,  2-siibstitiie-1H-fenantro  (9,10-d)  imidazol
bilesiklerinin mutajenik etkileri TA 97, TA 98 ve TA 100 suslar tizerinde
aragtirilmistir. Caligilan 13 madde, ti¢ sustan en az biri i¢in, S9 iceren ya da
icermeyen ortamda, revertant koloni sayisinda zayif fakat istatistiksel olarak
anlamli bir artis meydana getirmistir. Bircok ¢alismada, bazi fenil-siibstitiie
imidazol bilesiklerinin ve nitroimidazol bilesiklerinin, kisa zamanli test
sistemlerinde mutajenik ve tiimdrojenik etkileri bulunmustur [19].

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 5 (1-2) 34 AKU-Journal of Science 5(1-2)
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Benzer caligmalarin diger kisa zamanli mutajenite testleriyle karsilastirmali
olarak yapilmasi, bilesiklerin mutajenik etkileri konusunda daha kesin
kamitlara vartlmast agisindan yararh olacakur.
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