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Mono.-di ve -trisiibstitiie-2-fenilbenzimidazol Tiirevlerinin
in Vitro Antibakteriyel Etkileri Uzerinde Calismalar-II.

Studies on the In Vitro Antibacterial Activities of mono, -di and
-trisubstituted-2-phenylbcnzimidazoles-11.

Seckin OZDEN* Tuncel OZDEN* Fatma GUMUS**

Seniha AKIN***

OZET

Bu calismada, daha oOnceki ¢aliymamizda (1) sentez, yapi acgik-
lamalari ve in vitro antitiiberkiiloz etki sonuclarini verdigimiz; mono,
-di ve -trisiibstitiie-2-fenilbenzimidazol yapisinda 10 adet bilesigin
alt1 bakteriye kars1 (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa, Bacillus substilis, Staphyloccocus aureus, Strepto-
coccus fecalis) in vitro antibakteriyel etkileri ele alinmistir.

Bilesiklerin in vitro antibakteriyel etkilerinin arastirilmasinda
Tiip Diliisyon yontemi uygulanmistir. In vitro antibakteriyel etkileri
saptanan bilesiklerden 1, 6, 7 ve 10 nolu bilesiklerin S. aureus'a (MIK:
12,5 pg/ml), 8 nolu bilesigin ise K. pneumoniae'a karst (MIK: 12,5
p.g/ml) etkileri standart madde olarak kullanilan eritromisin ve klor-
amfenikol'lin ayni1 bakterilere olan etkileri ile karsilastirildiginda dik-
kate deger bulunmustur. Ayrica Bilesik 7'nin B, subtilis'e (MIK: 3,1
wg/ml) olan etkisinin diger bilesiklere oranla daha fazla oldugu goz-
lenmistir.

SUMMARY

In this research, in vitro antibacterial activities of ten mono, -di
and -trisubstituted-2-phenylbenzimidazoles against six species (Kleb-
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siella pneumoniae, Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus fecalis) were investiga-
ted. The synthesis, structure elucidations and in vitro antituberculosis
activity results of these compounds were given in our previous study(l).

In investigation ofin vitro antibacterial activity ofthe compounds,
the serial Dilution Method in Test Tubes was employed.

The in vitro antibacterial activity results of the compounds were
compared to erythromycin's and chloramphericol's and the activities
of the compounds 1,6,7 and 10 against S. aureus (MIC: 12,5 g/ml)
and compound 8 against K. pneumoniae (MIC: 12,5 ug/ml), were
found noteworthy. In addition to these, compound 7 was observed
more active against B. subtilis (MIC: 3,1 pg/ml) among these com-
pounds.

Anahtar Kelimeler: Mono, -di ve -trisiibstitiie-2-fenilben-
zimidazol, Antibakteriyel EtKki.

Benzimidazol tiirevi bilesiklerde 2 numarali konumun etkiyi
yonlendirdigi ve 5 numarali konumun etki siddeti tlizerinde roliiniin
oldugu bilinmektedir(2). Bu o0Ozellikleri dikkate alinarak yapi-etki
iligkisi caligmasi yapmak amaci ile secilen benzimidazol halka siste-
minin 2. konumunda o, p pozisyonlar1 metil, metoksil gruplar: ile
slibstitiie edilmig veya bog birakilmis fenil halkasi bulunan ve ayrica
5. konumunda metil, klor veya nitro gruplar1 iceren ya da bos bira-
kilan tirevler hazirlanmistir.

Sentez, yapi agiklamalar1 ve in vitro antitiiberkiiloz etki sonuc-
lar1 daha onceki bir calismada verilen (1) bu bilesiklere benzer yapi-
daki bazi bilesiklerin spazmolitik (3), antihelmentik (2), antibakteri-
yel (4-8) etkilerinin oldugu bildirilmektedir

1962 yilinda Mndzhoyan ve Ark. tarafindan bazi 2-fenilben-
zimidazol tiirevi bilesiklerin antibakteriyel etkileri arastirilmistir (4).
Sonuclara gore 2 nolu konumdaki fenil halkasi para konumundan me-
toksil veya etoksil grubu ile siibstitiie edildiginde antibakteriyel etkide
diislis goriilmektedir. 1967 yilinda Dandegaonker ve Daulatabad ise
5-Bromo-7-kloro-2-p-siibstitiiefenilbenzimidazol tiirevlerinin anti-
bakteriyel etki gosterdiklerini (7), 1968 yilinda Ridi ve Ark. 5-kloro-
2-p-florofenilbenzimidazoPiin Bacillus subtilis ve Sarcina lutea'ya
karg1 antibakteriyel ve ayrica Hymenolepis nana'ya kargi antiparasi-
tic Trichophyton mentagrophytcs, Blastomyces dermatitidis, Can-
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dida albicans'a karsi antifungal etkili oldugunu bildirmektedirler (8).
Cymerman-Craig ve Ark. yaptiklar1 iki ayr1 calismada, 2- fenilben-
zimidazol'lin, Staphylococcus aureus ve Bacterium coli ilizerine an-
tibakteriyal etkisinin oldugu kaydedilmektedir (5, 6).

Bu arastirmada ele alinan bilesiklerin yapisina benzer yapidaki
maddelerin antibakteriyel etkileri lizerinde, daha onceleri arastirma-
lar yapilmis olmasina ragmen, sistematik yapi degisikligi ile yuiriitiil-
miis yapi-antibakteriyel etki iliskisi caligmasina rastlanmamistir. Bu
nedenle; calismanin bu boéliimiinde, sentezledigimiz, yapi agiklama-
lar1 ve in vitro antitiiberkiiloz etki sonuglarini daha o6nceki bir calig-
mada (1) verdigimiz 10 bilesigin in vitro antibakteriyel etkilerinin
incelenmesi, bundan sonraki calismada ise, c¢oklu regresyon analizi
ile yap1 ile iligkisinin ortaya konulmasi amaclanmistir.

DENEL KISIM

Materyal

Antibakteriyel etki calismalarinda, A.U. Eczacilik Fakiiltesi Mik-
robiyoloji Bilim Dal1 kolleksiyonundan temin edilen,; Klebsiella pneu-
moniae NTCG 52211, Escherichia coli ATCG 10536, Pseudomonas
aeruginosa RSKK 335, Bacillus subtilis ATCG 6633, Staphylococcus
aureus ATCG 6538, Streptococcus fecalis ATCG 10541 suslarindan
yararlanilmistir. MK degerlerinin saptanmasinda Mueller-Hinton
(Oxoid) siv1 besiyeri MBK degerlerinin saptanmasinda Mueller-Hin-
ton (Difco) kati besiyeri kullanilmistir. in vitro antibakteriyel etki
denemelerinde karsilastirma maddesi olarak kullanilan 2-fenilbenzi-
midazol (Aldrich) ar1 bilesiktir.

Metod

Bilesiklerin sentezleri: Bu arastirmada in vitro antibakteriyel et-
kileri incelenen bilesiklerin sentezleri 0,015 mol 4-siibstitiie-o- fe-
nilendiamin ile 0.020 mol uygun karboksilik asitin polifosforik asit
varliginda isitilmasi ile yapilmistir (1).

Mikrobiyolojik Calismalar

Bilesiklerin in vitro antibakteriyel etki degerlerinin saptanmasin-
da Tiip Dillisyon yontemi uygulanmistir.
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Mueller-Hinton sivi besiyeri distile suda hazirlanip pH 7.4'e
ayarlandiktan sonra 121°C 15' otoklarda sterilize edildi. Daha sonra
steril tiiplere taksim edilip sterilite kontrolleri yapildi.

Antibakteriyel aktiviteleri incelenecek olan bilesiklerin etil alkol-
deki c¢ozeltisinden (9-11) her bakteri i¢in hazirlanmig serinin ilk tii-
pinde 200 pwg/ml olacak sekilde ilave edildi. Cift katli sulandirim yon-
temi ile 10 diliisyon hazirland: (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.2, 3.1, 1.5,
0.7, 0.3). Bu tiiplere bakterilerin 18-24 saatlik buyyon kiiltiirlerinin
yogunlugu Mc. Farland Tip No 0.5'e gore ayarlandiktan sonra 0.2
ml miktarinda inokiile edildi. Bunlara ek olarak sadece bilesikleri ige-
ren bakteri icermeyen ve bilesik icermeyen bakteri inokiile edilmisg
kontrol tiipleri hazirlandi. Biitiin deney tiipleri 37°C'de 18 saat inkii-
basyona birakildi. Bunun sonunda bakteri liremesi sonucu olusan bu-
laniklik, dikkate alinarak hic bulaniklik gostermeyen (yani lireme ol-
mayan) tiipteki en dusiik diliisyon pg/ml cinsinden Minimum inhi-
bisyon Konsantrasyonu (MIiK) olarak saptandi. Uremenin inhibe ol-
dugu tiiplerden Mueller-Hinton agar besiyerine ekimler yapildi. Tiim
petri kutular: 37°C'lik etiivde 18 saat inkiibasyona birakildi. Uremenin
goriilmedigi en son sulandirma Minimum Bakterisit Konsantrasyonu
(MBK) olarak kabul edildi. Besiyerleri ¢aliymadan hemen Once ha-
zirlandi. Kontrollerinden sonra hi¢ bekletilmeden kullanildi.

Ayni bakteriler kullanilarak c¢oziiciileri alkol olan antibiyotikler-
den eritromisin ve kloramfenikol'iin (12) ve 2-fenilbenzimidazol hal-
kasinin 2', 4', S5-konumlanna yerlestirilen gruplarin antibakteriyel
etki lizerindeki rollerini belirleyebilmek amaci ile in vitro antibak-
teriyel etki denemelerinde karsilastirma maddesi olarak kullanilan
hazir 2-fenilbenzimidazol (Aldrich)'in MIiK ve MBK degerleri ayni
yontemle saptandi.

Yukarida acgiklanan antibakteriyel aktivitenin alkolden ileri gele-
bilecegi diigiincesi ile numuneye uygulanan ayni seri dillisyonlar ve
ayni bakteriler alkolle yapilmis, antibakteriyel aktivitenin alkolden
kaynaklanmadigi belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Sentezlenen bilesiklerin, 2-fenilbenzimidazol'lin ve standart
madde olarak kullanilan eritromisin ve kloramferikol'iin MIK (Mi-
numum Inhibisyon Konsantrasyon (p.g/ml) ) degerleri Tablo: I'de
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Tablo 1. in vitro Antibakteriyel Etkileri Denenen Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin ve
Standart Madde Olarak Kullanilan Eritromisin ve Kloramfenikol'in Minimum Inhibisyon

Konsantrasyon (MIK) Degerleri (i g/ml).

¥ g
) =]
Bil. % 8 o #
No R, R, R, ; = 5:‘: B E 'é
3 8| & 2l 3| &
K |-V -] 7.1 ]
1 H H CH, 25 25 25 12.5 12.5 50
2 H H OCH, 25 50 25 25 25 50
3 H OCH, | H 25 50 25 25 50 25
4 CH, H OCH, 25 50 50 100 50 50
5 CH, OCH, OCH, 25 50 25 25 25 50
6 CH, OCH, CH, 25 50 25 25 12.5 50
7 Cl H H 25 50 25 3.1 12.5 50
8 cl CH, CH, 12.5 | 25 25 | 25 25 50
9 NO, CH, H 25 50 25 25 25 50
10 NO, CH, CH, 25 50 25 12.5 12.5 50
2-Fenilbenzimidazol 25 50 25 25 50 50
Eritromisin 50 50 25 | 0.6 1.6 | 0.6
Kloramfenikol 100 25 25 3.1 50 50

ve MBK (Minumum Bakterisit Konsantrasyon (wxg/ml) ) degerleri
Tablo: 2'de verilmistir.

Alt1 bakteriye karst in vitro antibakteriyel etkileri denenen silib-
stitlie - 2 - fenilbenzimidazol yapisindaki 10 bilesik ile substituent icer-
meyen 2-fenilbenzimidazol arasinda dikkate deger aktivite 8, 6,
10, 7 ve 1 nolu bilesiklerde gézlenmektedir. Bu bilesiklerden 8, 6 ve
10 nolu bilesikler 2', 4', 5-trisiibstitlie tiirevler olup, 8 nolu bilesik
gram (—) bakterilerden K. pneumoniae'ye etki gostermektedir. 6 no-
lIu bilesik gram (+) bakterilerden sadece S. aureus'la birlikte, B. sub-
tilis'e etkili olmaktadir. Bu ii¢ bilesigin de 4' konumlarinda -CH,,
5 nolu konumlarinda —Cl, —CH, ve — N O, olmak tlizere hacim ola-
rak birbirine yakin gruplar bulunmaktadir. 2' konumlarinda — CH,
veya —OCH, grubu yer alir. Bu iki grup farklh fizikokimyasal 6zel-
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Tablo 2. In vitro Antibakteriyel Etkileri Denenen Benzimidazol Tiirevi Bilesiklerin ve
Standart Madde Olarak Kullanilan Eritromisin ve Kloramfenikol'in Minimum Bakterisit

Konsantrasyon (MBK) Degerleri (i.g/ml).

g

Bil. g ) 8 a .
No R, R, R, z - 5 B e e
' = 9 S = E kst

Y = - = % 7

1 H H CH, 25 25 25 |25 25 50
2 H H OCH, | 50 100 100 | 200 100 100
3 H OCH, | H 25 100 100 | 200 100 100
4 CH, H OCH, | 25 100 | 50 | 200 100 100
5 CH, OCH, | OCH, | 200 200 | 25 | 200 | 25 100

6 CH, OCH, | CH, 25 100 | 25 | 200 12.5 50
7 Cl H H 25 50 50 | 200 | 50 100
8 Cl CH, 2CH, 25 50 50 | 200 100 100
9 NO, CH, H 25 100 | 50 | 200 | 50 100

10 NO, CH, CH, 25 50 50 100 | 200 50
2-Fenilbenzimidazol 25 100 50 200 100 100
Eritromisin 100 100 50 100 100 100
Kloramfenikol 50 50 25 | 200 100 100

liklere sahip gruplardir. 8,6 ve 10 nolu bilesikler bir biitiin olarak ele
alindiklarinda bu iki stibstituentin gerek etki, gerekse etki spektrum-
lar1 tlizerinde, bilesiklerin daha ¢ok lipofilik Ozelliklerini degistirerek
rol oynadigi sanilmaktadir. 11 bilesigin etkileri incelendiginde, 2' ve
4' konumlarinin birinde veya her ikisinde — O CH, grubu bulundu-
ran tirevlerde etkinin — CH, bulunduran bilesiklere oranla azal-
dig1 goriilmektedir.

Antibakteriyel etkisi onemli diger iki bilesik olan, 1 ve 7 nolu
bilesikler mono substitue tiirevlerdir. Her iki bilesik B. subtilis ve
S. aureus'a etki gostermektedir. 1 nolu bilesik 4' konumunda —CH ,,
7 nolu bilesik ise 5 nolu konumda -Cl atomu icermektedir. —CI ve
— CH, gruplart ise Rezonans etki, Molar Refraktivite ve sterik etki
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parametreleri gibi bazi parametreler acisindan yaklasik degerlere sa-
hiptirler (13).

O halde monosiibstitiie tiirevlerde substitiientin 5 veya 4' nolu
konumda yer almasi ¢ok énemli goriilmemektedir. Onemli olan sub-
stitlientin fizikokimyasal 06zellikleridir. Zaten 4' nolu konumda
—OCH, iceren mono substitue tiirev olan 2 nolu bilesikde, 1 ve 7
nolu bilesiklere oranla etkinin ¢ok azaldigit ve — O CH, grubunun uy-
gun bir substituent olmadigi sonucu ortaya g¢ikmaktadir.

2-Fenilbenzimidazol tiirevlerinde antibakteriyel etki iizerin-
de 5 ve 4' konumlarinin katkisinin, 2' konumundan daha 6nemli ol-

dugu distiniilebilir.
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YAYIM KOSULLARI

1- Bu dergide asagida belirtilen kosullara uyan ve bilimsel danigmanlarin yayimla-
nabilir nitelikte buldugu, daha 6nce hicbir yerde yayimlanmamis olan orijinal makaleler

yayimlanir.

2- Metinler, sekiller hari¢ 10 daktilo sayfasini ge¢memelidir. Yazilarin dil kuralla-

rina uygunlugundan yazarlar sorumludur.

3- Metinler 3 niisha olarak A-4 formatta (21.0 x 29.7 cm) kagidin bir yiiziine normal
puntolu daktilo ile 2 aralikli olarak yazilmali, kagidin alt ve st kenarindan 2 cm, sol ke-
narindan 3 cm ve sag kenarindan 1.5 cm bosluk birakilmalidir. Klisesi yapilacak grafik,
sema, formiil gibi sekiller aydinger kagidina ¢ini miirekkebi ile ¢izilmeli; fotograflar par-
lak kagida kontrasli olarak basilmalidir. Her seklin arkasina yazar adi, sekil no. su ve kii-

¢iltme orani yazilmali ve 2., 3. niishalar icin sekillerin fotokopisi eklenmelidir.

4- Yazi plan: asagidaki sekilde olmalidir:

Makale basligi, makalenin yabanci dilde bashigi, yazar adi (yazar adlan), Tiirkce Ozet
yabanci dilde 6zet, anahtar kelimeler, giris, denel kisim, sonug¢ ve tartigsma, tesekkiir, lite-

ratir.

Ozetler tiirkge ve yabanci dilde en ¢ok 100'er kelimeden olusmalidir.

Giris bolimi en ¢ok 2 sayfa ve basliksiz olarak yazilmalidir. Materyal ve Metod alt baslik-

lar halinde, Denel kisimda bulunmalidir.

Sonug¢ ve Tartigma kismi bulgulart da icermelidir.

Literatiirler, makalede parantez i¢indeki numaralarla belirtilmeli ve makale sonunda bu

numaralara gore siralanmalidir.

Literatiirler: Yazarin Soyad: (siyah), adinin ilk harfi (siyah), makale adi, derginin ad1 (ita-
lik) veya kitabin adi, cilt no (siyah) sayt (parantez iginde), sayfa numarasi ve yil (parantez

icinde) olarak yazilmalidir.

5- Tashihler yazar tarafindan yapilacaktir.

6- Yazara 20 ayrit baskir verilir



