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OZET

Alzheimer hastaligt (AH), genellikle yasli popiilasyonda ortaya ¢ikan yaygin bir
norodejeneratif hastaliktir. AH tedavisi igin onerilen hipotezlerden biri olan “kolinerjik
hipotez” hastalik semptomlarinin asetilkolin miktarinda meydana gelen azalmayla birlikte
olusan biligsel bozulmaya dayanmaktadir. Diinya saglik orgiitii tarafindan onayli ilaglar
asetil kolin esterazi inhibe ederek asetil kolin etkinligini artirmaya yoneliktir. Bu ilaglarin

neden oldugu laktik asidoz, hipotermi ve toksisite gibi bazi yan etkileri gorilmustur.

Bu tez caligmasinda amin bilesiklerinin katilma reaksiyonlar sonucunda biguanidin
(A01-A09) bilesikleri sentezlenmistir. Sentezlenen biguanidin tuzlari, diketon bilesikleri ile
tepkimesinden diazin-biguanid (A10-A16) bilesikleri sentezlenmistir. Ayrica biguanidin
Cu(Il) metal kompleksleri (A17-A25) sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari
FTIR ve 'H/'3C NMR spektroskopileri ve elementel analiz metotlar1 ile karakterize
edilmistir. X-151m1 kirtnimi yontemiyle tek kristali elde edilen bilegiklerin (A06, A07, A11)
molekiler yapilart belirlenmistir. Bilesiklerin in vitro ortamda EeAChE ve EeBuChE
enzimlerini inhibe etme potansiyelleri ve antibakteriyel ozellikleri incelenmistir.
Sentezlenen bilesikler referans Donepezil (ICso = 18,54 pg/mL) ve galantaminle (ICso = 1,9
ug/mL) kiyaslanmigtir. En iyi inhibitor ozellik sergileyen bilesik A10 bilesigi (ICso = 4,83
ug/mL) olmustur. Biguanidinler ¢ok ¢esitli gram pozitif ve gram negatif bakteri, mantar,
maya, viriis vb. karst antimikrobiyal aktiviteleri gostermektedir. A08 bilesiginin kullanilan
mikroorganizmalara karst en yuksek inhibisyon zonu (28 mm) gosterdigi bulunmustur.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a common neurodegenerative disease that usually occurs
in the elderly population. The “cholinergic hypothesis” is based on the cognitive
deterioration that occurs with the decrease in the amount of acetylcholine. Drugs approved
by the World Health Organization are aimed at increasing the efficiency of acetylcholine by
inhibiting acetyl choline esterase. Some side effects such as lactic acidosis, hypothermia and
toxicity caused by these drugs have been observed.

In this thesis study, biguanidine (A01-A09) compounds were synthesized as a result
of addition reactions of amine compounds. Diazine-biguanide (A10-A16) compounds were
synthesized from the reaction of biguanidine salts with diketone compounds. In addition,
biguanidine Cu(Ill) complexes (A17-A25) were synthesized. The structures of the
compounds were characterized by FTIR and 'H/!*C NMR and elemental analysis methods.
The crystal structures of compounds (A06, A07, A11) were determined. The potential of the
compounds to inhibit EEAChE and EeBuChE enzymes and their antibacterial properties
were investigated. The compounds were compared with reference Donepezil (ICs50=18.54
ng/mL) and galantamine (ICs0=1.9 pg/mL). Compound A10 exhibited the best inhibitory
properties (ICs0=4.83 pug/mL). Biguanidines show antimicrobial activities towards gram-
positive and gram-negative bacteria, fungi, yeast, viruses, efc. Compound A0S exhibited the

highest inhibition zone (28 mm) against the microorganisms used.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

°C: Derece santigrat

v: Frekans

g: Gram

0: Kimyasal kayma

mL: Mililitre

mmol: Milimol

cm: Santimetre

pg: Mikrogram

pL: Mikrolitre

% : Yizde

MeOH Metil alkol

EtOH: Etil alkol

DMF: Dimetilformamid

DMSO: Dimetilsiilfoksit

DKM: Diklorometan

HCI Hidroklorik asit

E.N.: Erime noktasi

M.A.: Molekiil agirlig

de-DMSO: Dotero dimetilsiilfoksit

TH-NMR: Proton Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi
BC-NMR: Karbon Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi
FT-IR: Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
UV-Vis.: Ultraviyole Goruniir Alan Spektroskopisi
MS: Kiitle Spektrometresi

I1Cso: %0350 inhibisyon i¢in gerekli olan ilag konsantrasyonu
APB Amiloid-f3

APP Amiloid 6ncti proteini

ApoE4 Poliprotein E

NMDA N-metil-D-aspartat

ROS Reaktif oksijen

TBI Travmatik beyin hasari
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Reseptor protein 1
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1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastalig ilk kez 1907'de Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
bildirilmigtir. 51 yagindaki kadin hastasi Auguste Deter’in (Sekil 1-1) kocasina kargt
kiskanglik duygularn, artan hafiza bozuklugu, oryantasyon bozuklugu, haltsinasyonlar,
genellikle yiiksek sesli ve agresif davranig sikayetiyle baglamigtir. Dort buguk yil boyunca
hizla kotilesen Auguste Deter akil hastaligindan sonra hayatint kaybetmistir. Alois
Alzheimer, Auguste Deter’in 6lumiinden sonra yaptigi otopside beynin histopatolojik
incelemesini yaparken hastasinin beyninde senil plak ve noérofibriler yumak (Sekil 1-2)
olarak adlandirilan iki tip lezyonun varligini ortaya ¢ikarmis, serabral kortekste hastaligin

belirgin sonuglarina varmigtir.

Sekil 1-1 Auguste Deter (Alzheimer tanisi konulan ilk hasta)

Bielschowsky giimiis teknigini kullanarak beyninin postmortem histolojik analizi ile
serebral kortek sinir hiicrelerinde (norofibriler yumaklar veya NFT'ler) yogun fibril
demetleri ve ¢ok sayida fokal lezyon ortaya ¢ikarmigtir (Sekil 1-2). Bu lezyon Simchowicz
tarafindan "yaglilik plaklan" olarak adlandirilmistir (Simchowicz, 1911).

Sekil 1-2 Senil plak ve Norofibriler yamak (Palmgren giimiis teknigi).



Alzheimer hastaligl, hafiza ve biligsel davraniglarda eksiklikler giinlik yasam
aktivitelerini (ADL) gerceklestirme yetenegindeki bozulmalar, nérodejeneratif bir durum
olarak tarif edilmektedir (R. J. Perry ve Hodges, 2000; G. W. Small ve digerleri, 1997).
Alzheimer hastaligin1 tanimlamak adina bir¢ok evreleme sistemi ortaya konmustur. En
yaygin olani beyin patolojisi evrelemesi ve klinik evreleme sistemi olmustur. Beyin
patolojisi evrelemesi, bunama ile ilgili beyin anormalliklerinin buyutkligi hakkinda bilgi
verirken, klinik evreleme, yillar iginde beklenen fonksiyonlardaki disis hakkinda bilgi

vermektedir.

Klinik ihtiyaglar, demansin hafif, orta ve siddetli evreleri arasinda 6nemli olgiide
degismektedir. Alzheimer hastaligl, demansin baslamasindan yillar once beyinde
baglamaktadir. Son donemlerde Demans ile yasayan bir¢ok insan i¢in "Erken evre", "Orta
evre" ve "Geg evre" seklinde pratik bir demans evreleme sistemi kullanilmaktadir. 1982
yilinda Barry Reisberg ve ark. “Kiiresel Bozulma Olgegi” adi verilen yedi asamali bir
cergeve Onererek, klinisyenler ve bakicilar i¢in uzun yillar kullanilmasini saglamiglardir
(Reisberg, Ferris, De Leon ve Crook, 1982). Bu sayisal evrelemenin bir varyasyonu, 2021
yilinda Ulusal Yaglanma Enstitiisii - Alzheimer Dernegi (NIA-AA) ¢aligma grubu tarafindan
alt1 agsama kullanilarak onerilmisgtir (Sekil 1-3) (Gonnella, Goran, Williamson ve Cotsonas,

1970; Kurt A, 2019).

Sekil 1-3 Alzheimer Hastaliginin evreleri (prince, 2022)

NAI-AA sayisal klinik evreleme sistemi; Alzheimer hastaligt devam eden bireylere

uygulanmaktadir, (1) Demans Oncesi evre, semptomsuz olarak hastaligin sessiz bir evresine
2



sahiptir, (2) ikinci agsama hafiza azalmasi hissi ile karakterize edilmektedir, (3) t¢lncu
demans Oncesi agama, normal seviyelerin altindaki hafiza ile karakterize edilir, ancak
unutkanlik, kiginin giinliik yasam aktiviteleri Gizerinde hafif bir etki yaratmaktadir. Bu
asamaya hafif biligsel bozukluk denmektedir. (4) Hafif demans evresi, anormal hafiza,
dikkat veya dil becerileri, kisinin olagan islerinde (finans, aligveris vb.) bagimsiz olarak
hareket yetenegini engellemektedir. (5) Orta derecede demans evresi, temel aktivitelerde
bozulma ile birlikte giinliik yasam izerindeki yaygin fonksiyonel etki ile karakterize
edilmektedir. Kisi giinlik yasam aktivitelerinde sik sik yardima ihtiya¢ duymaktadir. (6)
Siddetli demans, giinliitk yasamda ciddi fonksiyonel etkiye bagli olarak 6z bakim da dahil

olmak tzere temel aktivitelerde bozulma olmakta ve hasta tam bagimli hale gelmektedir.

Bagka bir bakis agist biyolojiktir: Diinya c¢apinda yiizlerce gonulliyl igeren
arastirmalar, demansa yol acan durumlarin klinik 6ncesi agsamalara sahip oldugunu ve
muhtemel semptomlari geciktirmek i¢in Onleme stratejilerine veya semptomlar
belirginlestiginde klinik ilerlemeyi yavaglatacak hastaligin seyrini degistirebilecek tedaviler

bulunabilecegini gostermektedir.

Bilim ve teknolojinin strekli gelismesi ve arastirmalarin kademeli olarak
derinlesmesiyle birlikte bir¢ok klinik aragtirma AH'nin bagimsiz bir hastalik olmadigim
cesitli metabolik bozukluklarin birden fazla patojenik faktoriin inditkklenmesi ile ortaya
ciktigini gostermigtir. Su ana kadar yapilan ¢alismalar kolinerjik, B-amiloid, Tau protein,
metal iyon bozuklugu ve noroinflamasyon hipotezi olmak tizere beg farkli patogenez hipotez
one surulmistiir. Mevcut AH modelinde, bu bes hipotez arasinda ¢esitli sinerjik ve kargilikli

olarak gug¢lendirici iligkiler oldugunu gostermektedir (Sekil 1-4).
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Sekil 1-4 AH'nin bes ana patojenik hipotezi

B-amiloid hipotezi; beynin noronlardan olustugu ve sinapslarin genis ag seklinde
baglantilardan olustugu bilinmektedir. Bu hipotezin ana fikri, normal ve patolojik
durumlarda membran i¢i amiloid 6ncii proteininin (APP) farkli gelisimidir. Normal kosullar
altinda, APP ilk once sAPP ve C83 karboksi-terminal parcasi tretmek i¢in a-sekretaz
tarafindan bolinir. SAPP sinaptik sinyallesme ile ilgili olup 6grenme, hafiza, duygusal
davranig, sinirsel iletim ve hayatta kalmayla ilgili baglanti kurar. Hastalik durumlarinda,
APP sirastyla B-sekretaz ve y-sekretaz tarafindan bolunir ve AB40/42 adi verilen hiicre dist
bir fragmani serbest birakir. Bu norotoksik fragmanlar birikerek plaklar olusturur (Sekil 1-
5). AP40/42 agregasyonu, iyon kanallarinin tikanmasina, kalsiyum homeostazinin
dengesizligine, mitokondriyal oksidatif strese, metabolizmada enerji bozulmasina, glikozun
diizensizligine ve sonugta noronal hiicre olimiine yol agmaktadir (LaFerla et al., 2007;

Sisodia & St George-Hyslop, 2002).
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Sekil 1-5 AH amiloid plak olugumu

Tau protein hipotezi, noronun yiizeyinde biiyiik bir protein APP (Amyloid Oncii
Protein) vardir. APP normalde ytizeydeki enzimler tarafindan pargalanir ve amiloid beta ad:
verilen protein olugur (Sekil 1-6). Beta amiloid proteini normal sartlarda viicutta temizlenir.
Alzheimer hastaligi durumunda amiloid beta proteini temizlenmez ve bir araya gelerek

fibrinler olugturmak i¢in toplanarak senil plaklan olusturur (Sekil 1-6).

d.

%a

#— Beta AmlIOId

Sekil 1-6 Senil plak

Norofibriler yumaklar (Sekil 1-7) nasil olusur? Bir néron digeriyle iletigim
kurdugunda, somadan sinapsa bilgi aktarmak i¢in bir sinyal gonderir. Sinyal, olusan néron
iskeleti olan mikrotubullerden geger. Bu mikrotibiiller stabilize normal TAU proteinleri
tarafindan kusurlu hale gelmektedir. Kusurlu TAU proteini mikrotiibiillerden diger parcalara
yayilir boylece néronun iskeleti korunmadigr i¢in mikrotiibilde ayrisma baglar ve arizali

TAU proteinleri norondaki filamentleri olusturmak igin birlesir. Iskelet olmadigindan
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noronlar dejenere olur, noronlar arasindaki baglantilar kaybolur. TAU filamentlerinin

noéronda anormal birikimi sonunda nérofibriler yumaklara neden olur.

Kusurlu TAU
proteini

Neurofibrllary ——
TANGLE N\
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Sekil 1-7 Norofibriler yumak olugumu

Son yillarda, AP ve tau proteini sarma ve duguimleme arasinda sinerjik bir etki
oldugunu gostermistir. Ap ¢okelmesinin bir dizi reaksiyonu tetikleyerek, tau proteininin
yanlig katlanarak birlegsmesine yol agtigini, bu lezyonlarin tim noéral devre ve kortekse
yayildigi sonunda sinir sistemi tilkenmesine ve biligsel gerilemeye yol agtigini
gostermektedir (Busche ve digerleri, 2019). Arastirmacilar fonksiyonel manyetik rezonans
ve tau-Af pozitron emisyon bilgisayarli tomografisini (PET) birlestirerek biligsel olarak
normal bireylerin serebral korteksindeki AB'nin hastalikli tau proteininin sinir hiicrelerinin

disina yayilma olasiligini artirdigint bildirmislerdir (Pascoal ve digerleri, 2017)

Hipokampts hafiza ve 6grenme icin beynin etkili bolimii olup norofibriler yumaklar
ve senil plaklar beyinde hipokampiis denilen bolge de gelisir. Strecgte atrofiye yani
kigilmeye (Sekil 1-8) neden olur ve bu da beyinde islev bozuklugu yaratir. Lezyonlar
ilerledik¢e hafiza sorunlari, ardindan dil sorunlari, tanima ve jest yapamama gibi biligsel
yetersizlikler olusur. Sekil 1-8’de saglikli beyin normal buiyiikliikte, Alzheimer hastast beyin
atrofiye sekilde gorilmektedir.
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Sekil 1-8 Saglikli beyin ve Alzheimer hastasi beyin

1.2. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, Asetilkolin (ACh)'nin kolinerjik néronun yenilenmesine izin veren
onemli bir stre¢ olan kolinesterazlarin kolin ve asetik aside hidrolizini katalize eden bir
enzim ailesi olarak tarif edilmektedir. Kolinesterazlar Asetilkolinesteraz (AChE) ve
Butirilkolinesteraz (BuChE) olarak ikiye ayrnlmaktadir. Bugiine kadar Alzheimer
hastaliginin tedavisine yonelik en basarili yaklasim, asetilkolinesterazin inhibisyonu yoluyla

kolinerjik iletimin arttirtlmasi olmustur.

1.2.1. Kolinerjik Sinaptik Tletimin Temel Prensipleri

Kolinesteraz inhibitorlerinin farmakolojik o6zelliklerini anlamak igin oncelikle
tzerinde etki ettikleri norotransmitter sistemi anlamak onemlidir. Kolinerjik sinaptik

iletimin temel ozellikleri Sekil 1-9'da gosterilmektedir.

Asetilkolin, kolinerjik néronlarda asetil koenzim A'dan (Asetil CoA) ve kolinden kolin
asetiltransferaz enziminin etkisiyle uretilmektedir. Asetil CoA bir glikoliz Grtntdur ve
kolinerjik terminallerde bulunan ytksek afiniteli kolin alim tastyicist tarafindan noéronlara
geri donduralmektedir. Asetilkolin, vezikiiler asetilkolin tagiyicisinin etkisiyle vezikillerde
konsantre edilmekte ve presinaptik hiicreden salinmaktadir. (Albuquerque, 1995; Lechleiter,
Peralta ve Clapham, 1989). Presinaptik néronlarda ACh, kesecikler yoluyla presinaptik zara
aktarilir ve ¢ikinti bosluguna salindiktan sonra ACh, Asetilkolinesteraz (AChE)'in etkisi



altinda kolin ve asetik aside ayrstirilir. Inhibitor kullamldiktan sonra AChE, inhibitore

baglanir, boylece ACh parcalanmaz ve sorunsuz bir sekilde postsinaptik nérona girer.
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Sekil 1-9 Kolinerjik sinaptik iletimin temel prensipleri

Asetilkolinesterazin ana islevi, kolinerjik sinir iletiminin sonlandirmaktir, ancak
buturilkolinesterazin saglikli insandaki islevi heniiz net bir sekilde a¢iklanamamigtir (Primo-
Parmo ve digerleri, 1996). Insanlarda zayif butirilkolinesteraz fenotipine sahip, goriiniiste
saglikli bireylerin varlig1 ve toplam asetilkolinesteraz eksikligi raporlarinin bulunmamast,
butirilkolinesterazin memelilerde korelmis bir enzim olabilecegini diigtindtirmustir (Cooper,
1994; Li ve digerleri, 2000). Asetilkolin esterazi yikilmis fareler test edilmig, bu fareler
gelisimsel gecikmeler gostermis ve o6zel bakim olmadan yetiskinlige kadar hayatta
kalamamiglardir (Mesulam ve digerleri, 2002; Warburton, 1992). Buturilkolinesterazin,
asetilkolinesteraz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 veya inhibe edildigi kosullar altinda
asetilkolini metabolize eden bir yedekleme sistemi olarak iglev gorebilecegi distinilmigtiir

(Giacobini, 2001; D. H. Small, 1995).

1.2.2. Alzheimer Hastaliginin Kolierjik Hipotezi

“Kolinerjik hipotez” Alzheimer hastaligt olan hastalarda, 6lum sonrast kolin
asetiltransferaz ve asetilkolinesteraz gibi kolinerjik belirteglerin kaybi olarak tanimlanmigtir
(E. K. Perry, Perry, Blessed ve Tomlinson, 1977; Renneberg, Nordgarden, Skaare ve
Willumsen, 2019; Wilcock, Esiri, Bowen ve Smith, 1982). Geg evre Alzheimer hastaliginda
zihinsel test verileri ve demans siddetinin kolinerjik anormalliklerle korelasyonu, kolinerjik
hipotezi destekler nitelikte sonuglanmistir (Bartus RT, 3rd, B ve AS., 1982; E. Perry ve
digerleri, 1996).



Hafif siddetli Alzheimer hastaligindan siddetli Alzheimer hastaligina dogru asetilkolin
sentezinin distigini gosteren bazi klinik patolojik kanit olmasina ragmen (Francis ve
digerleri, 1985), Alzheimer hastaliginin erken evrelerinde, kolin asetiltransferaz ve vezikiiler
asetilkolin tagtyici seviyelerinin nispeten korundugu gorilmistiir. Hafif Alzheimer hastasi
ve aym yastaki kontrol grubu hastalarda, midfrontal kortekste kolin asetiltransferaz

seviyelerinin benzer oldugu tespit edilmistir (Davis ve digerleri, 1999).

Alzheimer hastaligt olan bir hastanin ginlik yasam aktiviteleri gerceklestirme
yeteneginin bilis seviyeleri ile iligkili oldugu Mini-Zihinsel Durum Sinavi (MMSE)
tarafindan tespit edilmigtir (D. Galasko, 1998; Douglas Galasko ve digerleri, 1997; K. S.
Kim, Lee ve Suh, 2005). Alzheimer hastaligimin kolinerjik agigini tedavi etmek igin
benimsenen ilk strateji kolinerjik oncilerin kullanilmasi olmustur. Asetil kolinin onciileri
olan lesitin ve fosfatidilkolin test edilmis, ancak Alzheimer hastaliginin tedavisinde tutarli

etkiler gosterememistir (Heyman ve digerleri, 1987; Levy, Little, Chuaqui ve Reith, 1983).

Kolinesteraz inhibitorii fizostigmin, 19 saglikli gonillide plaseboya karst bilginin
uzun sireli bellege depolanmasint o6nemli ol¢iide arttirmistir (Davis ve digerlert,
1978)(Thompson, Stough, Ames, Ritchie ve Nathan, 2000). Tek dozluk donepezil (5 mg)
incelemesi, mecamilaminin neden oldugu yavaslama siresini kismen tersine g¢evirdigi
bildirilmigtir (Thompson ve digerleri, 2000). Sicanlarda yapilan klinik 6ncesi deneyler,
Kolinesteraz inhibitorlerinin hipotermi ve titremeyi (Kirkby, Jones, Barnes ve Higgins,
1996) indiikleyebildigini ve kortikal asetilkolin seviyelerini artirabilecegini gostermistir
(Cuadra, Summers ve Giacobini, 1994; Kosasa, Kuriya, Matsui ve Yamanishi, 1999; Scali

ve digerleri, 2002; Snape ve digerleri, 1999).

Takrin ve donepezil uygulamasi, biligsel testlerde performanst artirmig ve biligsel
gorevlerde skopolamin kaynakli bozuklugu kismen tersine ¢evirmistir (Kirkby ve digerleri,
1996). Kolinesteraz inhibitorii galantamin, beyin asetilkolinesterazi énemli dl¢tide inhibe
etmig, fakat hipotermiye neden olmustur (Mutlib, Rush ve Selk, 1996). Takrin ve donepezil,
cok sayida kolinerjik noéronun kaynagi olan ¢ekirdek bazalis magnoselularis lezyonlari olan
sicanlarda kortikal asetilkolin konsantrasyonlarini arttirmigtir (Rogers, Yamanishi ve
Yamatsu, 1991). Galantamin, c¢ekirdek bazalis magnoselularis lezyonlu farelerdeki
performans agigin1 zamana bagli bir sekilde azaltmistir (J. E. Sweeney, Puttfarcken ve
Coyle, 1989). Kontrol farelerinde, galantamin, zamana bagli bir sekilde kortikal

asetilkolinesteraz aktivitesini onemli olgiide azaltmig ve kortikal asetilkolin seviyelerini
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onemli olgide artirmistir (J. E. Sweeney ve digerleri, 1989). Bu veriler, kolinesteraz
inhibitorlerinin, insanlarda biliste yer alan hem nikotinik hem de muskarinik kolinerjik

yollari etkiledigini gostermistir.

Pozitron emisyon tomografisi (PET) kullanilarak yiriitilen Alzheimer hastaligi olan
tedavi edilmemis veya plasebo ile tedavi edilen hastalarda bolgesel beyin glikoz
metabolizmasinda (RBGM) azalma bildirilmistir (Ibafiez ve digerleri, 1998; Meltzer ve
digerleri, 1996). Takrin (Nordberg ve digerleri, 1992), rivastigmin (Potkin ve digerleri,
2001) ve donepezil (Tune ve digerleri, 2003) gibi kolinesteraz inhibitorleri alanlar beyin
glikoz metobolizmasinda ya stabilizasyon yada gelisme gostermistir (Harkins, Taylor,
Mattay ve Regelson, 1997; Staff, Gemmell, Shanks, Murray ve Venneri, 2000; Venneri ve
digerleri, 2002). Sadece rivastigmin, donepezil, galantamin gibi kolinesteraz inhibitorleri
grubundan ve memantin gibi N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonist grubundan ilaglar
onaylanmistir (Sekil 1-10) (Giacobini, 2004; Melnikova, 2007).

o
Ji{
[ rll/\cm

CHa CHa
N<
~ CH,

takrin rivastigmin
CH,

N

H;CO

. galantamin
N
O \CH3

HaCO
Sekil 1-10 Kolinesteraz inhibitorleri Takrin, Rivastignin, Donepezil, Galantamin yapist

doncpezil
H,CO

1.3. Biguanidinler

Organik bir bilesik olan biguanidin HN(C(NH)NH,)> formiiliine sahip, suda
¢cozuindiginde bazik renksiz bir katidir. Cozeltileri amonyak ve iireye hidrolize olmaktadir.
Farmasotik olarak halen kullanilan bazi biguanidin tirevleri metformin, buformin,

phenformin vb. Sekil 1-11°de verilmistir.
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Sekil 1-11 Biguanidin ve farmasoétik olarak kullanilan biguanidin tiirevleri

Biguanidinler elektronca zengin m-konjuge sistemle fonksiyonel N-C(N)=N-C(N)=N
kisimla elektron tagimaktadir. Elektron zenginlikleri nedeniyle olduk¢a baziktirler, bu

nedenle tibbi kimyada ¢ogunlukla monoprotonlu halde kullanilirlar.
Biguanidinin bilinen ilk sentezi;

Rathke 1878-1879 yillart arasinda tioure, fosfor triklorir ve guanidin reaksiyonu
yoluyla ¢ok dustk bir verimle yeni bir bilegik elde etmis ve bu bilesige “biguanid” adini
vermistir (Sekil 1-12) (Prugnard ve Noel, 1996a).

H,N NH
? * pcl

S
H

H,N NH, H,N N
NC—NH, \"/ c \”/ \n/
NH NH NH

Sekil 1-12 Biguanidinin bilinen ilk sentez semasi

NH,

Rathke ortaya ¢ikan yeni Uriiniin bir bakir stlfat ¢ozeltisi ile reaksiyona girerek
bakirstlfata doniistigini ve biguanidin kompleksinin pembe kristaller verdigini fark
etmistir. Smolka ve Friedreich 1888 yilinda siyanoguanidin'in etanol i¢inde amonyum klortr
ile muamele edilmesiyle (Smolka ve Friedreich, 1888), Bamberger ve Dieckmann ise
1892°de amonyum kloriirin siyanoguanidin ile 195°C'de birkag dakika dogrudan

fiizyonuyla biguanidin sentezlemislerdir (Bamberger ve Dieckmann, 1892).

2005 yilinda Bharatam ve ark. tarafindan biguanidin tiirevleri yapisi ve elektronik yapi

ayrintilart aragtinlmistir (Bharatam, Patel ve Igbal, 2005). Elektronik yapt ¢alismalari,
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protonlanmig biguadinlerin potansiyel olarak konjuge sistemlerden ziyade koordinasyon
baglar1 olan azot gibi davrandigini gostermistir (Kathuria, Arfeen, Bankar ve Bharatam,
2016; Kurzer ve Pitchfork, 2006). Sekil 1-13’te nétr ve protonlanmis biguanidin ayirt edici
ozellikleri verilmistir. 1ki degerli N1 6zelligi, metformin (D. S. Patel ve Bharatam, 2009),
proguanil (D. S. Patel ve Bharatam, 2011), moroksidin (Kathuria ve digerleri, 2016),
klorheksidin (Kathuria ve digerleri, 2016) , aleksidin (Kathuria, Arfeen, Bankar ve
Bharatam, 2016) gibi tiim biguanidin igeren ilaglarda degerlendirilmistir. Tuz formunda olan
biguanidinler iki degerli NI karakteri benimsemistir. Nitreonlar dogada temel halde
bulunmazlar ve proton afiniteleri de oldukg¢a dusiiktir (<150 kcal / mol) (D. S. Patel ve
Bharatam, 2009; Sanchez ve Ercoli, 1965), bir azot merkezinde iki ¢ift elektron tagimalar
nedeniyle , protonlanmig tirlerin biyolojik calismalar i¢in uygunlugu tespit edilmisgtir

(Bharatam ve digerleri, 2016; Kathuria ve digerleri, 2016).

6
9 10
H HO 5 _H i
\1N" N ! NH, NH,
| ! . .
1 ) Q
> / d : S. _G?. .’
JHoN N NH,_ . H,N N NH,
3 1
notral form protonlu form

Sekil 1-13 Notr ve protonlanmig biguanidin ayirt edici 6zellikleri

e Konjuge sistem e Konjugasyon kaybi

e Molekil i¢i H-bag e Molekdl i¢i H-bag kayb1

e 1,5 H-bag kaymasi e Rezonans stabilitesi kayb1
e Yiksek molekiler sertlik e Molekiiler sertlik azalmasi

Biguadinlerin yiiksek yogunluklu, yiksek azot igerigi, dusik karbon igerigi, yiiksek
olusum 1silar1 ve termoabilite (1sitildiginda degisme) gibi 6zelliklere sahip olmasi enerjik
molekuller olarak kullanilmalarina yol agmistir (Tao, Guo, Joo, Twamley ve Shreeve,
2008)(Martin, Pinkerton ve Schiemann, 1996). Mono-, -diprotonlu (biguanidium katyonu)
ve delokalize p-elektronlardaki sert iskeleti ile birlikte giicli hidrojen baglama yetenegi,
dogrusal olmayan optik (NLO) malzemelerin hazirlanmasinda biguadinlerin kullanilmasini

saglamistir (Martin ve digerleri, 1996).

Bilinen tibbi kullanimlarinin yani sira, biguanidinlerin ¢esitli kimyasal uygulama

alanlar ;
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1) metal kompleksleri (Veisi, Kordestani ve Faraji, 2014)(A. Alizadeh, Khodaei,
Kordestania ve Beygzadeh, 2013),

1) heterosiklik bilegiklerin sentezi ig¢in substrat (Milks, Kennerly ve Polevy,
1962a)(Overberger ve Shapiro, 1954)

111) organokataliz (Gelbard ve Vielfaure-Joly, 1998)(Fortun, Beauclair ve Schmitzer,
2020),

1v) kristal mihendisligi (Serb, Kalf ve Englert, 2014)(Portalone ve Colapietro, 2004),

V) enerjik malzemeler (Tao ve digerleri, 2008)(Martin ve digerleri, 1996)(Martin ve
Pinkerton, 1996)(Martin, Pinkerton, Gilardi ve Bottaro, 1997),

Vi) dogrusal olmayan optikler (NLO)(Tadjouteu Assatse, Ejuh, Tchoffo ve Ndjaka,
2019), vb. seklinde siralanabilir.

Biguanidinler N,N'-bidentat ligandlardir ve bu nedenle kararli metal kompleksleri
olusturma yetenegine sahiptirler. Biguanidinlerin metal komplekslesme 6zellikleri ve gesitli
metal kompleksleri 1960 yilinda Ray tarafindan incelenmistir (Ray, 1961). Bu kompleksler,
Suzuki-Miyara (A. Alizadeh ve digerleri, 2013)(Yang, Ma ve Bian, 2016), Heck (Yang ve
digerleri, 2016) ve Ullmann eslesme (Ghorbani-Vaghei, Hemmati ve Veisi, 2013)(Veisi ve
Morakabati, 2015), Henry reaksiyonu (Veisi, Kordestani, Hemmati, Faraji ve Veisi, 2014),
alkollerin aerobik oksidasyonu (Veisi, Kordestani, Hemmati, ve digerleri, 2014) ve
hidrojenasyon gibi ¢esitli organik donisimlerde katalizor olarak kullanilmistir. Triazinler
(Overberger ve Shapiro, 1954)(H. Chen, Dao, Laporte ve Garbay, 2010), kinazolinler
(Rosowsky, Protopapa, Burke ve Modest, 1964)(Rosowsky, Chen, Nadel,
Papathanasopoulos ve Modest, 1972), pirimidinler (Urbanski, Serafin ve Zylowski, 1967),
bor heterosiklikler (Milks, Kennerly ve Polevy, 1962b) gibi cesitli biyolojik aktif
heterosiklikler, substrat olarak biguanidin kullanilarak sentezlenmistir. Biguanidinlerin
organo katalizorler olarak rolintn siiperbazik dogalarindan kaynaklandig: bildirilmistir
(pKa1= 11.5). Son zamanlarda, molekiiler camlarin olusumu i¢in biguanidinler aragtirilmigtir
(Ogunbiyi, FX Smith - US Patent 4, 783 ve 1988, y.y.)(Carvalho, Wang, Wang, Ball ve
Lebel, 2010).
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1.3.1. Biguanidin bilesiklerinin farmasotik tarihi

H N N
YT
NH, NH,
Paludrin cl

Sekil 1-14 Paludrin (1-p-klorofenil-5-izopropilbiguanidin) yapist

1-p-klorofenil-5-izopropilbiguanidinin (Paludrin) (Sekil 1-14) sitma onleyici ilag
oldugunun anlagilmasiyla biguanidin kimyasi yeni bir ivme kazanmigtir. 1946 ve 1950 yillar
arasinda, Curd, Rose ve ark. biguanidin kimyasini yeniden arastirmistir (Rose, 1951).
Priyadaranjan Ray 1960 yilinda yaptigi calismada biguanidin metal kompleksleri,
koordinasyon bilesikleri tizerine kapsamli bir inceleme yapmistir (Ray, 1961).1929'da Slotta
ve Tschesche, hayvanlarda bir biguanidin tirevi metforminin hipoglisemik aktivitesini
gostermistir (Slotta ve Tschesche, 1929a). 1950'de Garcia, salgin influenza tedavisinde
metforminin kullamldigini ilk kez bildirmistir. Metforminin ilk klinik kullanimi 1957'de
Sterne tarafindan rapor edilmigstir. Bunu, antihiperglisemik ajanlar olarak metformin
tirevleri fenformin ve buformin eklenmesi takip etmistir (Hesse, E;Taubmann, 1929). Ayni
dénemde proguanil, Curd ve ark tarafindan antimalarial ilag olarak kesfedilmis, Proguanil'in
daha sonra bir metabolit-sikloguanil olarak terapotik potansiyel sergiledigi gosterilmigtir
(Curd, Davey ve Rose, 2017). Influenza A ve B viral enfeksiyonlarinin tedavisi igin farelerde
N!, N'-anhidrobis(B-hidroksietil)biguanid-HCI'nin (ABOB) (6) profilaktik ve baskilayici
etkisinden yola ¢ikan Melander, 1959'da insanlarda anti-grip etkisini kanitlamistir, daha

sonra ABOB halk arasinda moroksidin (6) adint almistir (B.Melander, 1960) (Sekil 1-15).

1900'lerde, aktif guanidin igeren biguanidin ve ikame edilmis biguanidinlerin
hiperglisemi (Beckmann, Lintz ve Schmidt-Béthelt, 1971), sitma (Bygbjerg, 1985), fileria
(Angelo, Ortwine, Worth, Werbel ve McCalll, 1983) ve influenza (Kashiwagi, 1974)
tedavisinde yararlt oldugu kanitlanmigtir. 1950'lerde tanitilan metformin, fenformin ve
buformin gibi biguanidinler, antihiperglisemik ilaglar olarak insiiline bagimli olmayan

diyabetin tedavisinde yaygin olarak kullanilmigtir.
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'l\ ©\/ buformin (2)
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antidiyabetik . _—

Sekil 1-15 Bazi biguanidin bilesikleri ve kullanim alanlari

1954 yilinda Davis ve ark. arilbisbiguanidin, yani klorheksidin (7) gram-negatif
bakteri suglarina kargi antibakteriyel ajan olarak bildirmistir (G. E. Davies, Francis, Martin,
Rose ve Swain, 1954). Bir baska bisbiguanidin olan Alexidin (8) , Carter ve ark. tarafindan
antibakteriyel etkisi incelenmis, oral antiseptik ve anti-plak ajan olarak kullanilmigtir
(Carter, Barnes ve Bhaskar, 1973). Klorheksidin'e yapisal olarak benzer bir ilag olan
pikloksidin (9) (Sekil 1-16), Vitabact olarak pazarlanan géz damlalarinda antiseptik olarak
kullanilmigtir (Chumbley, Viswalingam, Thomson ve Zeidan, 1988).

O, O O

H,N NH,
pikloksidin (9)

NH, NH,

LA

N N
H

— poliheksanid (PHMB) (10) -
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Sekil 1-16 Pikloksidin ve PHMB Yapist

Polihekzanit olarak da bilinen poliheksametilen biguanid (PHMB) (10) (Sekil 1-16),
enfeksiyon ¢esitlerinde antiseptik ajan olarak yaygin olarak kullanilan genis spektrumlu hizli
etkili bir biyosittir. PHMB' nin diger kullanimlar1 arasinda ytzme havuzu suyunun
(dezenfektan) antilmasi, kozmetikler i¢in koruyucu, yumusaticilar, kontak lens ¢ozeltileri,

el yikamalan vb. kullanimlarda yer almistir (Chumbley ve digerleri, 1988)(Chasin, 1995).

1.4. Biguanidin bilesiklerinin terapotik uygulamalari

Biguanidin igeren ilaglarin antidiyabetik uygulamalari yani sira antimalarial, antiviral,
antikanser, antitripanozomal, antileishmanial, antifilarial, antibakteriyel, antifungal, anti-
HIV, anti-Alzheimer, polikistik over sendromu gibi farkli uygulama alanlan bildirilmigtir

(Module ve 2003, 2003; Morales ve Morris, 2015).

1.4.1. Antidiyabetik

Diyabet (diabetes mellitus), kan gsekeri seviyesinde artis olarak ifade edilebilen
metabolik bir hastaliktir. Tip 1 Diyabet pankreas tarafindan insiilinin ¢ok az salgilandigt
veya hig salgilanmadig1 kronik bir hastaliktir. Tip 2 Diyabet (T2DM) en sik goriilen genetik
temelli diyabettir. Diinya ¢capinda 422 milyondan fazla insan diyabet olmakta yilda yaklagik
1,6 milyon diyabet hastasi, hastalik sebebiyle oOlmektedir (Slotta ve Tschesche,
1929a)(Prince ve digerleri, 2015).

1950’lerde metforminin (1) basarisindan esinlenen Sterne, anti-diyabetik ajan olarak
biguanidinlerin giiciinii ortaya koyan birka¢ biguanidin Uzerinde in vivo c¢aligmalar
yuratmistir (Cheng ve digerleri, 2011)(Watanabe, 1918a). Mehnert, Buformin'in (2)
(butilbiguanid) (Sekil 1-15) antihiperglisemik aktivitesini rapor etmistir (C. J. Bailey, 2017).
Ayrica, doza bagimli gastrointestinal yan etkilerinin tstesinden gelmek i¢in buformin i¢in
surekli bir salim formilasyonu bildirmislerdir (Mehnert, Mahrhofer ve Stern, 1965).
Buformin ile iligkili gastrik intolerans sinirli bir stre i¢in kullanilirken, feniletil
biguanidinlerin yani fenforminin potansiyel antihiperglisemik etkinligi diyabet tedavisinde

kabul edilmistir (C. J. Bailey, 1992).

Ungar ve ark. 200 civarinda alkil ve arilaklilbiguanidin tiirevlerini hipoglisemik
potansiyelleri agisindan arastirilmiglardir. Fenformin’in (3) potansiyel hipoglisemik 6zellik

gosterdigi tespit edilmistir (Ungar, Freedman ve Shapiro, 1957). Pomeranze ve ark.
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diyabetik hastada fenforminin klinik ¢aligmasini yapmig fenforminin oral yolla
uygulanmasinin, hafif, orta ve siddetli diabetik hastalarda glikoz seviyesini potansiyel olarak
azalttigin1 bildirmiglerdir (Pomeranze, Fujiy ve Mouratoff, 1957). Williams ve ark.
fenformin (3), amilbiguanidin (11) ve izoamilbiguanidin (12) tiirevlerinin antihiperglisemik
aktivitesini test etmiglerdir (Sekil 1-17). Gine domuzlar1 tzerinde fenforminin in vitro
caligmalarint yuratmugler ve glukoneogenezi 6nemli olgiide inhibe ettigini ve karaciger
glikojen seviyesini normalin altinda tuttugunu one strmuglerdir. Fenformin,
isoamilbiguanidin ile karsilastirildiginda iyi hipoglisemik aktivite gostermistir (Williams,

Tanner ve Odell, 1958).

amilbiguanidin (11) isoamilbiguanidin (12)
Sekil 1-17 Amilbiguanidin ve isoamilbiguanidin yapist

1.4.2. Antimalarial

Sitma (Malarya), Plasmodium cinsine ait protozoan (Protozoalar, tek hiicreli canlilar
olup bir veya daha fazla sayida ¢ekirdek ve sitoplazmadan olusan canlilardir.) parazitlerin
neden oldugu en yikici hastaliklardan biridir. Plasmodiuim cinsi protozoalar anofel cinsi
sivrisinekler vasitastyla insana bulasirlar. DSO tarafindan 2018 yilinda yayinladig1 raporda,
kiiresel olarak sitma nedeniyle yaklagik 405.000 6liim meydana geldigini bildirmis en ¢ok
etkilenen grubun 5 yasin altindaki ¢ocuklar ve hamile kadinlarin oldugu tespit edilmistir
(World malaria report 2019, 2019). Sitmaya neden olan bagslica tiirler P. vivax, P. falciparum,
P. malariae, P. ovule ve P. knowlesi'dir (M. Rudrapal, 2011; White, 2008).

Kimyasal yapilarina gore antimalaryal ilag olarak kullanilan bilesikler:

¢ Kina kina alkaloitleri ve analoglart (Kinolinometanol tiirevleri),

e 4-Aminokinolin tirevleri,

e &-Aminokinolin tirevleri,

e 9-Aminoakridin tirevleri,

e Biguanidin tirevleri (Proguanil, Klorproguanil, Bromoguanil, Sikloguanil pamoat),
e Diaminopirimidin tirevleri,
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e Seskiterpen laktonlar,
e Silfonamitler ve sulfonlar,

e Tetrasiklinler ve klindamisin
ve diger bilegiklerdir.

Proguanil'in kesfiyle, biguanidinlerin potansiyel sitma karsitt ajanlar olarak
gelistirilmesinin 6ni agilmistir. 1947'de May ve ark. proguanilin aktivitesini ve etkinligini
artirmaya caligmig, Klorofenil pargalariyla 3- ve 9-fenantril, 3-kloro-6-fenantril ve 6-
metoksi-8-kinolil ile degistirilerek ¢ok sayida tirev sentezlenmis, ancak degerlendirilen
bilesikler civcivlerde P. gallinaceum'un neden oldugu enfeksiyonu inhibe edememistir

(May, 1947; May ve Mosettig, 1947).

Ayni dénemde, Bami ve ark. siilfat biguanidin serilerini (Sekil 1-18) sentezlemis ve
P. gallinaceum'a kars1 sitma onleyici aktivitelerini test etmistir. Seri 1'den, ikame edilmemis
sulfonamid grubuna sahip bilesiklerin inaktif oldugu bulunurken, heterosiklik ikame
maddeleri aktivite gostermistir (Bami, Iyer ve Guha, 1947). Ikinci seride aril biguanidin
tiurevleri sulfatmetazin ve siilfamerazin ile birlestirilmis heterosiklik halkanin (2-pirimidil-
stlfanamido fenil) varlig1 cesaret verici etkiler gostermigtir (Bami, Iyer ve P.C., 1945).
Ugiincii bilesik serisi, heterosiklik halkanin (tiazolil halka) biguanidin N° pozisyonuna
dogrudan baglanarak (Sekil 1-18) sentezlenmis ve P. gallinaceum'a kars1 aktivitesi test
edilmistir. Degerlendirilen bilesikler arasinda, turevlerden birinin aktif oldugu ancak

toksisite sergiledigi bulunmustur (H. L. Bami; P. C. Guha, 1949).

\\s/ H\R "\\s/ v '~
x o oYy o
Tl e U

seri 1 seri 2 seri 3
X=H, Cl, Me, OCH; X=substituent X=aril grup
R= 2-primidil, 2-tiazoil aril R= H, CH3

Sekil 1-18 Bami ve ark. tarafindan sentezlenen biguanidin tiirevleri

1.4.3. Antikanser

Kanser, viicudun herhangi bir organindaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasindan kaynaklanan hastaliktir. Bu dontsturilmiis hicreler viicudun diger

organlarina go¢ etmekte ve hastaligin daha da yayilmasina sebep olmaktadir. Kanser
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hastalarinda bu hiicre go¢ii siirecine metastaz denilmektedir ve 6énemli bir 6liim nedenidir.
Dunya c¢apinda 2018 yilinda yaklagik 9,6 milyon insanin 6limine sebep oldugu tespit
edilmistir (World Health Organization ve WHO, 2020)

Simdiye kadar kanser tedavisinde meme kanseri, yumurtalik kanseri (J. R. Brown ve
digerleri, 2020; Fu, Zhang, Wang ve He, 2017), rahim agz kanseri (M. Y. Kim ve digerleri,
2019; Xia ve digerleri, 2017), akciger kanseri (J. Dong ve digerleri, 2020; Yousef ve Tsiani,
2017), karaciger kanseri (H. Dong ve digerleri, 2017, Shankaraiah ve digerleri, 2019),
kolorektal kanser (H. Dong ve digerleri, 2017; Shankaraiah ve digerleri, 2019), prostat
kanseri (He, Li ve Sun, 2019; Zaidi, Gandhi, Joshi, Smith ve Khan, 2019) ve pankreas
kanseri (K. Chen ve digerleri, 2017, Wynn, Vacheron, Zuber ve Solomon, 2019) gibi
metforminin degerlendirildigi ¢ok sayida rapor yayinlanmistir. Biguanidinlerin antikanser
aktivitesi ile ilgili ilk rapor 1974 yilinda Dilman ve ark. tarafindan yayilanmistir (Dilman,
Berstein, Zabezhinski ve Alexandrov, 1974). Yaglanma ve yasa bagli hastaliklar1 incelerken,
sicanlarda fenforminin timor inhibitor etkisi oldugunu tespit etmistir (Dil’man ve Anisimov,
1979)(V N Anisimov, 1982). 1982'den sonra, laktik asidoza bagli toksisite ve olumler
nedeniyle biguanidinlerin piyasadan kaldirilmast nedeniyle 20 yillik uzun bir bosluk

olugmustur (Vladimir N Anisimov, 2015).

Schneider ve ark. 2001 yilinda, pankreas kanserinde pankreas adacigi ve instlin
direncinin rolini incelerken, hamstirlarda kanser indiksiyonunun bir inhibitori olarak

metformin tespit edilmistir (Schneider ve digerleri, 2001).

Anisimov ve ark., 2003 yilinda biguanidinlerin yaslanma karsit1 ve antikanserojen
etkileri izerine ¢aligmislar, disi C3H/Sn farelerde ve disi L1O siganlarinda biguanidinlerin
fenformin ve buforminin antitimoér aktivitesini bildirmislerdir. C3H / Sn fareleri ile
karsilagtirildiginda kontrol grubu siganlarda spontan timér olusumunu durdurdugunu, timor
insidansinin buformin etkisi altinda %49.5 oraninda azaltigint bildirmislerdir. Bu ¢alisma,
biguanidinlerin kanserin 6nlenmesinde umut verici olmustur. Fenformin ile tedavinin
kadinlarda meme adenokarsinomunu 6nemli o6l¢iide azalttigr bildirilmistir (Vladimir N.

Anisimov, Semenchenko ve Yashin, 2003).

Evans ve ark., tarafindan antihiperglisemik ajan olarak metformin tiketen tip 2
diyabetik hastalarin kanser riskinin daha diisiik oldugu hipotezi ortaya atilmistir. Bu hipotez
Iskogya'da gelistirilen niifus veri tabami diyabet klinik bilgi sistemi (DARTS) ve dagitilan
recetelerin bir veri taban1 (MEMO) kullanilarak test edilmigtir. Bu istatistiksel rapor, bir
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antikanser ajani olarak metforminin aragtirmasinda 6énemli rol oynamistir (Evans, Donnelly,

Emslie-Smith, Alessi ve Morris, 2005).

1.4.4. Antimikrobiyal

Biguanidinler ¢ok uzun zamandan beri ¢ok ¢esitli gram pozitif ve gram negatif bakteri,
mantar, maya, viris vb. karst antimikrobiyal aktiviteleri ile bilinmektedir. Kings ve ark.
tarafindan bildirilen guanidin igeren bilesiklerin kemoterapotik aktivitesinden esinlenen
Fuller, 1942'de aminler, amidinler, guanidinler, kuaterner amonyum bilesikleri gibi farkli
kimyasal bilesiklerin antibakteriyel aktivitesini arastirmigtir. Biguanidin serisinin, 6zellikle
gram negatif bakterilerde bakteri suslarina karst test edilen disubstitute bilesikler arasinda
en iyisi oldugunu bildirmistir (Fuller, 1942). Daha kisa zincir uzunluguna sahip
biguanidinler hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere kars1 gii¢lii antibakteriyel
aktivite gostermigtir (Fuller, 1942). Ayrica, 1947'de Fuller, yapisi sitma 6nleyici bir ilag olan
paludrine benzeyen (Sekil 1-19) fenilbiguanidin sentezlemis (p-klorofenil-N5-metil-N5-
izopropilbiguanidin) ve orta derecede bakteriyostatik (bakteri biiyiimesini engelleyen) ve

bakterisidal (bakteri oldiriicti) aktivitesini bildirmistir (Fuller, 1947).

Cl Cli
)\ NH N )\ NH NI
N)I\N)\NH N)I\N)\NHz
H H 2 | H
proguanil

p-klorofenil-N>-metil-N3-izopropilbiguanid.
Sekil 1-19 Paludrin (proguanil) ve p-klorofenil-N°>-metil-N-izopropilbiguanid yapis

1954'te Francis ve ark., klorheksidini (7) S. haemolyticus, S. aureus, B. coli, C. welchii
ve P. pyocyanea'ya karst in vitro test etmisler dikkate deger antibakteriyel aktivitesini
bildirmislerdir (Leslie Rose ve Swain, 1951; Rose ve Swain, 1956). Bir kag¢ bisbiguanidin
tirevi ¢esitli gram negatif ve gram pozitif bakterilerde c¢alisilmis bakterisidal ve
bakteriyostatik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Leslie Rose ve Swain, 1951; Rose ve
Swain, 1956). Bir antimikrobiyal ajan olarak bisbiguanidinlerin bu ¢arpict sonuglari,
biguanidinlere bagli gruplan degistirerek biguanidinlerin antimikrobiyal aktivitesinin

caligtlmasina yol agmistir.
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1961'de Weinberg, yaklagik 250 substitue biguanidin molekiili sentezlemis ve
antibakteriyel aktivitesi test edilmistir. Hem N' hem de N° pozisyonunda halojen ikame aril
veya arilalkil grubu tagiyan biguanidinlerin ve bisbiguanidinlerin belirgin antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir (E D Weinberg, 1961; Eugene D Weinberg, 1968). 1964
yilinda, Izawa ve ark. 94 biguanidin igeren molekil sentezlemis ve test etmigtir. Bunlar
arasinda N'-n-dodesil biguanidin, 20 pg/ml'lik MIC ile gram-pozitif bakterilere karsi aktivite
gostermistir (N.Ishida, 1964; Eugene D Weinberg, 1968). 1967'de James ve ark.,
heterosiklik bir sistem iginde kaynasmis N' azot atomuna sahip bir dizi mono ve
bisbiguanidin bilesigin ¢esitli mikroorganizmalara karst potansiyel inhibitor aktivite
sergiledigini, bakterilerin inhibisyonu i¢in bifonksiyonelligin gerekli oldugunu bildirilmistir
(James, Baker ve Wiggins, 1968). Seriler arasinda, pikloksidin (9) hem gram pozitif hem de
gram negatif bakterilere karst maksimum antibakteriyel aktivite gostermistir. Ayni
donemde, Davies ve ark. antibakteriyel aktivite gosteren PHMB'yi (10) tanitmustir. E. coli
susuna kars1 klorheksidin ve setrimitten daha etkili oldugu tespit edilmigtir. PHMB, hiicre
zarinin gecirgenligini artirarak ve sitoplazmanin g¢okelmesine neden olan bakterilerin
buyimesini inhibe etmistir (A. Davies, Bentley ve Field, 1968). 1972 yilinda Carter ve ark.
Aleksidini (8) hayvanlar tizerinde test etmis antimikrobiyal aktivitesinin plak olusumunu
onemli ol¢iide inhibe ettigini bildirmistir. Ayrica, karsilagtirmali ¢aligmalarda aleksidinin (8)
klorheksidin'den (7) daha aktif oldugu tespit edilmigtir (Carter ve digerleri, 1973). 1976
yilinda, bisbiguanidin iglevselliginin antibakteriyel aktivite i¢in gerekli olmadigt hipotezine
dayanarak, Warner ve ark. biguanidin molekuli sentezlemis ve klorheksidin asetat tizerinde
kargilagtirmali deney yapmiglardir. Molekuller, S. mutant saf susuna karsi antiplak
aktiviteleri agisindan taranmig, molekiliin lipid ¢oziinirligini (Log P degeri) artiran ve
dolayisiyla antibakteriyel aktivite saglayan bisbiguanidin iglevselliginin degil, uzun alkil
zincir kaynakli oldugu sonucuna varmiglardir (Warner, Lynch ve Ajemian, 1976). 1977'de
Tanzer ve ark., klorheksidin ve aleksidinin 16 analogunu sentezlemis ve standart olarak
klorheksidin glukonat kullanarak S. mutans, S. sanguis, A. viskozos ve A. naeslundii' ye karst
in vitro test etmiglerdir (Tanzer, Slee ve Kamay, 1977). 1978'de Coburn ve ark. bir dizi
aleksidin analogu sentezlemis ve bunlart in vitro antiplak aktiviteleri agisindan
degerlendirmistir. Test edilen bilesikler arasinda, sadece bir bilesik, 1,6-hekzanedil bis[N'-
(n-oktil) imidodikarbonimidik diamid], S. mutans, A. naeslundii'ye karsi aleksidin ve
klorheksidin'den daha etkili ve A. viskozus'a karst klorheksidinle ayni giigte etkili

bulunmugtur (Coburn, Baker, Evans, Genco ve Fischman, 1978).
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1.4.5. Antitiiberkiiloz

Tuberkiloz (TB), esas olarak akcigerleri etkileyen, basil Mycobacterium
tuberculosisin neden oldugu bir enfeksiyon hastaligidir. Tiberkillozun neden oldugu
hastalik orani1 ve 6lim oraninin ilag direncine bagli olup HIV'li hastalarda bu hastalik
mortalitesinde (6liim orani) son zamanlarda bir artig bildirilmistir. Her y1l 10 milyondan
fazla insan tiiberkiiloz nedeniyle hastalanmakta ve diinyada ilk 10 6lim nedeni arasinda yer

almaktadir.

2016 yilinda, Shen ve ark., cesitli terapotik faaliyetler icin FDA onayli patentsiz
ilaglarin kullanimini yeniden tasarlamiglar, bilinen ilaglarin taranmasi ve karakterizasyonu
icin yuksek verimli tarama (HTS) testini konakg¢1 hiicrede kullanmiglardir (Shen ve digerleri,
2016), HTS tekniginden yararlanarak, bir antikanser ajani bisbiguanidin dihidroklorir
(BBD, Sekil 1-20), klinik olarak izole edilmig suslardan mikobakteri titberkiilozu (MTB) ve
coklu ilaca direngli tiberkiilozun (MDR-TB) replikasyonunu potansiyel olarak inhibe
ettigini ayrica yavag buytyen M. bovis BCG bakterilerini ve M. smegmatis'i inhibe ettigini
bildirmislerdir. HTS tekniginden elde edilen gozlemleri desteklemek i¢in, MTB ile enfekte
farelerin akcigerleri ve dalaklar1 iizerinde deneyler yapmiglar BBD'nin koloni olusturan
birimleri 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini rifampisinden daha belirgin terapotik etki gosterdigini
ve tedavi edilen farelerde higbir yan etki gozlenmedigini bildirilmiglerdir. Bu deneysel
kanitlara dayanarak, bis-biguanidin dihidrokloriirin (BBD) potansiyel olarak bir anti-TB

ilag aday1 olarak hareket edebilecegi 6ne strtilmiistiir (Shen ve digerleri, 2016).

Sekil 1-20 BBD bis-guanidin dihidrokloriir yapist

1.4.6. Antiviral

1960 yilinda Melander, bir dizi biguanidin igeren bilesik sentezlemis ve bunlar
Influenza A ve Influenza B tipi viris ile asilanms farelerde antiviral aktivitesi test edilmistir
(B.Melander, 1960). Test edilen ¢esitli bilesikler arasinda, moroksidinin (6), milkemmel
hastalik onleyici, koruyucu ve baskilayict etki gosterdigi tespit edilmistir. Moroksidin

baskilayici etkisi, methatropin nitrat ve metaskopalamin nitrat (Flumadin) ile kombinasyonu
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incelenmig ve bu kombinasyonun hastalik stiresini azaltmaya yardimet oldugu gozlenmistir
(B.Melander, 1960). Hayvan modellerinde elde edilen umut verici sonuglar géz oniine
alindiginda, moroksidinin iyi biyoyararlanim, atilim profili ve diistik toksisite profiline sahip

oldugu one sirilerek klinik ¢aligmalar yapilmistir (B.Melander, 1960).

1.4.7. Antifilarial

Filariasis, super filarioidea ailesine ait yuvarlak solucanlarin (filaryal solucan veya
filara) enfeksiyonundan kaynaklanan paraziter bir hastaliktir. W. bancrofti, B. timori ve B.
malayi, insanlarda lenfatik filariyazise neden olan ve kronik vakalarda Fil hastaligina
(Elephantiasis) yol agan tirlerdir. DHFR (Dihidrofolat Rediiktaz)’nin protozoan ve
bakteriyel enfeksiyonun tedavisi i¢in ilaglarin birincil hedef bolgesi oldugunu kanitlayan

kapsamli raporlar bildirilmistir(Gangjee, Kurup ve Namjoshi, 2007).

1.4.8. Anti-tripanozomal

Tripanozomiyazis uyku hastaligi olarak da bilinir, kamg¢ili parazitik protozoanlar
olarak bilinen tripanozomlarin, neden oldugu hastaliktir. Tsetse sinegi 1sirigiyla olusan
vektor aracili bir hastaliktir. Parazit ¢ece sineklerinde gelisme gostermektedir. Bu hastalik

Afrika'da daha yaygindir.

Simdiye kadar anti-tripanozomal aktiviteye sahip ¢ok az sayida biguanidin
bildirilmistir. Ilk kez 1962'de Hawking ve ark., p-biguanidinoasetofenon amidinohidrazonun
(22, Sekil 1-21) cesitli tripanozom suglart 7. rhodesiense, T. gambiense, T. cognolensse, T.
cruzi Uzerinde aktivite sergiledigi bildirilmistir. Bilesik 22'nin 7. rhodesiense, T.
gambiense'e karst aktif oldugu 7. cognolense'e karst daha az aktif oldugu tespit edilmis,
ancak bilesik 22'nin 7. cruzi susunda tamamen inaktif oldugu tespit edilmistir (Hawking,
1962). 1965'te Sanchez ve ark., bilesik 22'nin 7. equiperdum ve acriflavin direngli suslara
karst potansiyelini degerlendirmis ve olast ¢apraz direnci kontrol etmistir. Bilesik 22, T.
equiperdum'da Hawking ve ark. tarafindan bildirilen daha onceki c¢aligmalara benzer
inhibitor etki gostermistir (Sanchez ve Ercoli, 1965). Direng ¢aligmalarn kapsaminda,
akriflavine direngli susun duyarliliginin degismedigini, ancak stilbamidine direngli susun
22'ye toleransli oldugunu gozlemlemisler, bu ¢apraz direncin, stilbamidinde (23) (Sekil 1-
21)bulunan amidin pargasina benzeyen diamidin ve biguanidin siibstitiientinin varligindan

kaynaklandigini bildirmislerdir (Sanchez ve Ercoli, 1965)

23



NH

N NH

\N - \[( 2 NH,
NH A
NH, N
| HoN

™ 2HCI @3)

HoN N NH,

(22) NH

Sekil 1-21 Anti-tripanozomal aktiviteye sahip biguanidin ve stilbamid yapist

1.4.9. Yaslanma karsiti

1974 yilinda, Dilman ve ark., farkli molekillerin yaslanma karsit1 aktivitesini
incelerken, biguanidinlerin siganlarda timor biiyiimesini azaltarak yaglanma kargiti aktivite
sergiledigini gozlemlemislerdir (Dilman ve digerleri, 1974). Biguanidinlerin yaglanma
karsiti ve antikanserojen etkileri iizerine c¢aligmalarini siirdiiren Anisimov ve ark. 2003
yilinda hiperglisemi ve hiperinsiilineminin hem yaslanmada hem de kanser tizerinde énemli
faktorler oldugunu ayrica antidiyabetik biguanidinlerin hiperglisemi ve hiperinsilinemiye
yonelik uzun sireli aktivite saglanmasinda 6nemli rol oynayabilecegi one strtlmustiir
(Vladimir N Anisimov, 2003). Fenformin ile tedavi edilen farelerin, ortalama yasam
stresinde kontrole kiyasla % 21.1 ay (P <0.05) artig gosterdigini tespit etmiglerdir (Vladimir
N Anisimov, 2003). Anisimov ve ark, uzun 6mur diizenlenmesindeki aktivitesini anlamak
i¢in yagliliga kars1 koruma olarak metformin kullanarak farkli hayvan modellerinde ¢esitli

deneyler yapmistir (Vladimir N Anisimov, 2013; Vladimir N Anisimov ve digerleri, 2005).

1.5. Biguanidinin metal kompleksleri ve terapotik uygulamalar:

Biguanidinler, cis-pozisyonlarinda iki imin grubunun varlig1 ve terminal azot atomlari
tizerindeki yik yogunlugunun lokalizasyonu nedeniyle mitkemmel N-verici iki disli
ligandlardir, bu da yeni olusturulan selatlarin stabilitesini arttirir. Cu veya Pt gibi gegis
metalleri ile biguanidinlerin etkilesimleri hakkindaki ilk raporlardan biri, bir asirdan daha
eskiye dayanmaktadir (Rathke, 1879). Son yillarda, biyoaktif metal komplekslerine artan
ilgi, metformin ve analoglan ile geg¢is metali komplekslerinin sentezini ve biyolojik
aktivitesini tamimlayan ¢ok sayida ¢alismaya yol agmistir. Ozellikle, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu ve Zn gegis metalleri ailesinden ve lantanitler igeren metformin kompleksleri

antibakteriyel, antidiyabetik, mantar 6ldurici ve antikanser 6zellikleri gostermistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

II. Dinya Savasi'ni takip eden yillarda biguanidin altin ¢agini yasamis ve ¢ok sayida
calisma yapilmistir, etkili bir antimalaryal ilag olan paludrin (1947), antidiyabetik
biguanidinler (1958-1959) ve topikal bir antibakteriyel ve dezenfektan olan klorheksidin
(1956) kesfedilmigtir. Ayricabazi biguanidinlerin antikanserojen, antitiiberktler ve antiviral
aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmustir. Ote yandan, biguanidinlerin, tibbi degeri olan gesitli
triazinler ve heterosiklik bilesikler i¢in baglangi¢c malzemesi olarak kullanilabilecegi tespit

edilmistir (Taylor, 1947)

Biguanidinler ve tirevleri hakkinda sentetik yonleri, fizikokimyasal 6zellikleri ve tibbi
uygulamalara odaklanan ¢esitli incelemeler bildirilmistir. 1960 yilinda Ray, biguanidinlerin
metal komplekslerini arastirmistir (Ray, 1961). 1968'de Pitchfork, biguanidinlerin kimyasal,
fiziksel, sentetik ve tibbi 6zelliklerini ele alan bir inceleme bildirmistir (Kurzer ve Pitchfork,
2006). 1996 yilinda kimya, farmakoloji, toksikoloji ve fizikokimyasal ozellikleri gibi
biguanidinlerin g¢esitli yonlerini ele alan "Oral Antidiyabetikler" baglikli bir kitap
yayinlanmistir (Brendel ve Wingender, 1996). Elpern, 1968'de biguanidinlerin kimyasi
tizerine kisa bir not yayinlamigtir (Elpern, 1968). 2000 yilinda, Guthner ve ark. tarafindan
biguanidin sentezi i¢in g¢esitli sentetik stratejiler gelistirilmistir (Thner ve Schulz, 2012).
Yakin gegmiste, Katritzky ve ark. biguanidinlerin yapisini, hazirlama yontemlerini ve birkag
biyolojik o6zelligini kisaca gozden gecirmis, biguanidinlerin biyolojik uygulamasini
kategorize etmis, ancak inceleme sadece kisa agiklamalarla sinirl kalmistir (Katritzky, Tala
ve Singh, 2010). Baz1 biguanidin turevlerinin faz transfer katalitik 6zellikleri sergiledigi

tespit edilmigtir (N. Patel, Sood ve Bharatam, 2018).

Metforminin diyabetteki etkisinin kesfiyle biguanidin kimyasi yeniden onem
kazanmistir. Biguanidinin antidiyabetik ila¢ olarak kullanilmasinda déniim noktasi olan

yayinlar Cizelge-1 de verilmigtir.

Cizelge 1 Antidiyabetik ajan olarak biguanidin tarihinde déniim noktasi olan birka¢ yayin.

Yil Yaymn ref.

1918 Watanabe, guanidinlerin kan sgekeri seviyesini (Watanabe, 1918b)
disurdigini bildirmistir.

1922 Warner ve Bell, dimetilbiguanidin (Metformin) sentezini (Werner ve Bell,
bildirmistir. 1921)
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1920-30 Sentalin A ve sentalin B gibi polimetilen diguanidler

sentezlenmis olarak

kullanilmistir.

ve  hipoglisemik  ajanlar

(Prugnard ve Noel,
1996b)

1927

Tanret, galeginin farmakolojisinin klinik 6ncesi ¢aligma
yayinlamig tavsanlarda ve kopeklerde hipoglisemik etki
gostermemistir.

(Simonnet ve
Tanret, 1927)

1929

Slotta ve Tschesche, dimetilbiguanidin (Metformin)
hipoglisemik aktivitesini bildirmisgtir.

(Slotta ve
Tschesche, 1929a)

1929

Hesse ve Taubman, dimetilbiguanidin (Metformin)
farmakolojik ve toksikolojik 6zelliklerini bildirmigtir.

(Hesse,
E;Taubmann,
1929)

1930s

Insiilinin mevcudiyeti ile silfamidlerin klinik kullanimi,
biguanidinlere olan ilginin azalmasina neden olmustur.

(C.J. Bailey, 2017,
Prugnard ve Noel,
1996b)]

1950

Garcia “Flumamin” (sentetik biguanidin molectli N,N-
dimethilbiguanidin) in influenza ve endemik malaryay1
tedavi ettigini Flumamin'in kan sekeri seviyesini
dustrdigini varsaymis ancak herhangi bir deneysel
kanit sunmamaistir.

(Cheng ve
digerleri, 2011)

1957

J. Sterne, potansiyel kan gekeri distriici etkilerini
gosteren birka¢ biguanidin tizerinde hayvan g¢aligmalari
yuritmiis metformini diabetes mellitus tedavisi igin
"Glucophage" adiyla yayinlanmstir.

(Cheng ve
digerleri, 2011)

1957

Ungar ve ark. yeni bir biguanidin fenformin
sentezlemigler ve guglii antihiperglisemik aktivitesini
bildirmisledir.

(Ungar ve
digerleri, 1957)

1958

Mehnert ve ark. buforminin potansiyel antihiperglisemik
aktivitesini bildirmiglerdir.

(Mehnert ve Seitz,
1958)

1959

Biguanidin i¢eren metformin, fenformin ve buformin
Ingiliz Ulusal Formtulerinde kayit altina alinmistir.

(Prugnard ve Noel,
1996b)

1962

Fenforminin neden oldugu laktik asidoz hakkinda rapor
yayinlanmigtir.

(Gottlieb,
Duberstein ve
Geller, 1962)

1970ler

Fenformin ve buformin ulkelerin ¢ogunda piyasadan
kaldirilmistir.

(Angelo ve
digerleri, 1983;
Hunt ve digerleri,
1977; Williams,
1975)

1994

Metformin, T2DM'de gii¢lii antihiperglisemik aktivitesi
ve laktik asidozun onemli olgiide dusik yan etkisi
nedeniyle piyasaya yeniden girmisgtir.

(C.J. Bailey,
2017)]

2002

Metformin, DSO temel ilag listesine eklenmistir

(Medicines, 2002)

2005

Evans ve ark., antihiperglisemik ajan olarak metformin
tiketen diyabetik hastalarin kanserden daha az
etkilendigini bildirmistir.

(Evans ve
digerleri, 2005)

2017

Abbas ve ark., giicli antihiperglisemik ajanlar olarak N'-
arilamid  biguanidin  tdrevlerinin  yeni  sinifini
bildirmiglerdir.

(Abbas, Basyount,
El-Bayouki ve
Abdel-Rahman,
2016; Basyouni ve
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digerleri, 2017a;
Evans ve digerleri,
2005)
2020 Scheen, metformin tedavisi géren T2DM hastalarinin  (Scheen, 2020a)
COVID-19'da daha iyi iyilesme sansi gosterdigini
gozlemlemistir.

Wick ve ark. fenforminin etki alanini anlamak igin in vitro ¢alismalar yuritmustir.
Fenforminin glukoz, asetat, sitrat, siiksinat ve fumaratin oksidasyonu tizerindeki inhibitor
etkisini aragtirmiglar fenforminin suksinik oksidaz't inhibe ederek siiksinatin fumarata
doniigimind inhibe ettigini boylece sitrik asit dongiisiindeki oksidasyonu bloke ettigini

bildirmiglerdir (Lambert ve Jolla, 1959; Wick, Larson ve Serif, 1958).

Erich ve ark. yeni tetrahidroizokinolin biguanidin (Sekil 2-1) sinifinin patentini
almiglar ve bu molekiillerin hayvanlarda ¢ok diisiik dozda antidiyabetik aktivite sergiledigi
tespit edilmistir (H. Erich, 1960). Fenforminin neden oldugu kanda asit miktarindaki artigt
gosteren ilk rapor 1962 yilinda yayinlanmig ve anti hiperglisemik ilag olarak fenformin
tiketen diyabetik hastada ciddi metabolik asidoz (kanda asit miktarindaki artig) vakasi
gozlenmigtir. Fenforminin laktik asidoza neden oldugu bildirilmistir (Gottlieb ve digerleri,
1962)(Gottlieb ve digerleri, 1962). Robert ve ark. fenformin tedavisi alan bazi hastalarda
kalp yetmezligi, bobrek fonksiyon bozuklugu komplikasyonlart oldugu ve serumda
fenformin konsantrasyonunun yiikseldigi bildirilmigtir. Bu nedenle, bobrek yetmezligi olan
hastalarda fenformin ile tedavinin uygun olmadig1 6ne siirilmistir (Tranquada, Bernstein
ve Martin, 1963). Diyabetik hastalarda fenformin ve buforminin neden oldugu ciddi laktik
asidoz ve olumcul sonuglan hakkinda ¢esitli vakalar bildirilmistir (Poison ve Centre, 1981;
Tranquada ve digerleri, 1963). 1970'lerde fenformin ve buformin c¢esitli tlkelerde

yasaklanmistir (Hunt ve digerleri, 1977; Williams, 1975).
NH, NH
A
N N H/
.HCl1

tetrahidroizokinolin biguanid

Se kil 2-1 Tetrahidroizokinolin biguanidin yapist
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1969'da Wick ve ark., N'-(2-(p-hidroksifenil) etil) biguanidin hidrokloriiriin (Sekil 2-
2) hipoglisemik bir ajan ve kilo verdirici olarak islev gordiginu bildirmistir (Heilig, 1969).
1977'de Bosis ve ark., alifatik halka i¢eren biguanidin tirevleri bildirmigler(Sekil 2-2) ve
gine domuzlarinda kan gsekeri seviyesinde, metformine kiyasla ¢ok digiik dozda bir dusiis

gosterdigi tespit edilmigtir (E. Bosies, K. Stach, F.H. Schmidt, R. Heerdt, 1977).

OH
/\/©/ W N
NH, N | HClI
| HCI X )y
A . H,N N NH,
H,N N NH, n=1-6

Sekil 2-2 N'-(2-(p-hidroksifenil)etil) hidrokloriir ve alifatik halka igeren biguanidin yapist

Fenformin ve buforminin neden oldugu laktik asidoz nedeniyle diyabetlerde
biguanidinlerin kullanimi azaltilmis ancak laktik asidoza neden olan metformin raporlar
nadir goralmustir (K Enneth, 1998). Bu nedenle, 1994 yilinda FDA, metforminin dinya
pazarlarinda metforminin yeniden kullanilmasini saglayan tip 2 diyabette kullanilmak tizere
metformini onaylamigtir (C. J. Bailey ve Turner, 1996). Metformin ve biguanidinler de dahil
olmak tizere oral antidiyabetik ajanlar hakkinda ¢esitli derlemeler bildirilmistir (C. J. Bailey

ve Turner, 1996; Koski, 2004; Module ve 2003, 2003).

Stang ve ark., Kanada'nin Saskatchewan kentinde, antihiperglisemik bir ajan olarak
metformin tuketen diyabetik hastalarda gozlenen laktik asidoz tzerine popiilasyon
caligmasini yuratmustiir. Hastalarin ¢ok az bir kisminin, yani 100.000'de 9'unun metforminin
laktik asidozdan etkilendigini, etkilenen deneklerin zaten bobrek yetmezligi, kalp
hastaliklart gibi risk faktorlerine sahip oldugu tespit edilmis metforminin bu gibi durumlarda
givenlik agisindan ilag kullanimindan kaginilmasi gerektigini ileri siirmislerdir (Stang,
Wysowsky ve Butler-Jones, 1999). 1998 yilinda Ingiltere’de  UKPDS (UK Prospective
Diabetes Study) tarafindan obez hastalarda metformin kullaniminin kardiyovaskuler hastalik
ve olim riskini azalttigini, kilo kaybina neden oldugunu bildirmistir (Reaven ve digerleri,

2019; Turner, 1998).

2016 yilinda, Abbas ve ark. yeni biguanidin tirevlerini (14) ve (15) (Sekil 2-3),
sentezlemis ve diyabetik siganlarda antihiperglisemik aktivite agisindan degerlendirilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin diyabetik siganlara oral yoldan uygulanmasiyla kan sekeri
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dizeylerinde anlamli azalma ve metformine benzer iyilesme gozlenmis karaciger

enzimlerinin seviyesinde diizelme oldugu bildirilmigtir (Abbas ve digerleri, 2016).

H,CO OCH,
NH,
NH, N HCl NH, Ng
| : | ma
™ (14) ™ s)
H,N N NH, H,N N NH,

Sekil 2-3 Bilesik 14 ve 15 in Yapist

Sonuglardan etkilenen aym grup, 2017 yilinda yeni N'-arilamid substitue
biguanidinler sentezlemis biguanidin tiirevlerinin antidiyabetik aktivitesini metformin ile
kargilagtirmiglardir. Diyabetik siganlarda sentezlemis oldugu bilesikleri oral yolla test etmis,
hipoglisemik aktivitesini degerlendirmistir (Basyouni ve digerleri, 2017b). N'-arilamid
biguanidin tiirevleri olan bilesik (16) ve (17) Sekil 2-4’ te gosterilmistir. Metformine kiyasla
belirgin anti hiperglisemik aktivite sergiledigi, bu bilesiklerin oksidasyon stres
belirteglerinde, yani lipit peroksit (MDA) ve nitrik oksitte (NO) azalma gosterdigi
bildirilmigtir (Basyouni ve digerleri, 2017b).

NH, NH NH, NH
H .HCI H HCI
"N )% )I\ N )\ )I\
N N NH, o N N NH,
H H
(16) i

B an

Sekil 2-4 N'-arilamid biguanidin tirevleri

1950 yilinda, Curd ve ark. bir dizi proguanil benzeri bilesik sentezlemis N'-3,4-
diklorofenil-N°-izopropil biguanidin (18) (Sekil 2-5), P. gallinaceum ve P. relictum'da
proguanilden daha aktif oldugu tespit edilmistir. Yapisal olarak, proguanilden benzen
halkasindaki C3- pozisyonunda ekstra bir klor ile farklilik gosteren bu bilesik civcivler,
kopekler ve maymunlarda yapilan ¢aligsmalarda proguanil ile kargilagtirildiginda daha toksik

oldugu bildirilmistir (H. L. Bami; P. C. Guha, 1949).
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(E))
Sekil 2-5 N'-3,4-diklorofenil-N°-izopropil biguanidin yapist

Hawkins ve arkadaslart tarafindan yayinlanan bir raporda in vitro kosullarda
proguanilin P. gallinaceum'u inhibe etmedigine dair kanit verirken, proguanil ile dozlanan
hayvandan toplanan serumlar test edildiginde Onemli inhibisyon ozellik tespit edilmis
proguanilin aktif bir metabolit vermek i¢in biyotransformasyona ugradigi konusunda net bir
fikir vermigtir (Carrington, Crowther, Davey, Levi ve Rose, 1951; Hawking, 1947). Aktif
metaboliti izole etmek i¢in ¢esitli girisimlerde bulunulmus ve biguanidinin triazinin siklik
formuna sahip olabilecegi varsayimlar yapilmistir (Carrington ve digerleri, 1951; Crounse,
1951). Sikloguanilin kesfi, triazen ile yapisal benzerlik gostermesiyle triazenlerin

antimalaryal ajanlar olarak incelenmesini tetiklemistir (M. Bailey, 1954; C. J. Brown, 1967).

1963'te, ABD Ordusu Sitma Karsitt Ilag Gelistirme Programi kapsaminda,
200.000'den fazla kimyasal bilesigi sitma karsiti aktivite agisindan taramistir (C. J. Canfield
ve Rozman, 1974). 1973 yilinda ayni program kapsaminda, Rieckmann ve ark., P.
falciparum'un yuksek klorokin ve pirimetamine direngli Vietnam (Marks) susuna karst glicli
in vitro antimalaryal aktivite sergileyen bir triazen bilesigti WR99210 (Sekil 2-6)
sentezlemigler bu bilesigi P. berghei enfekte olmusg fareler tizerinde test edildiginde klorokin,
pirimetamin ve sikloguanilin herhangi bir ¢apraz direng gostermedigi bildirilmistir (C. J.
Canfield ve Rozman, 1974; T. R. Sweeney ve digerleri, 1993a). Klinik ¢aligsmalarda, bu aktif
triazen bilesigi WR99210'un oral uygulamasinin sinirlt biyoyararlanim gosterdigi,
gastrointestinal intoleransi sergiledigi tespit edilmis bunun zayif ilag emilimine bagl
olabilecegi dusunulmistir (C. J. Canfield ve Rozman, 1974). WR99210 (Sekil 2-6)'un
sinirlamasint inceleyen Canfield ve ark., 1993 yilinda, oksiguanilleri veya hidroksilamin
tirevi biguanidinler olarak adlandirilan bilegikleri igeren yeni biguanidin sinifint
sentezlemislerdir. PS-15 ve WR99210 bilesikleri Sekil 2-6’da gosterilmistir. Bilesikler
antimalaryal aktivite agisindan in vivo ¢aligmalar bildirilmistir (T. R. Sweeney ve digerleri,

1993b).
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Sekil 2-6 WR99210 ve PS-15 yapist

PS-15 ve WR99210 proguanile kiyasla P. falciparum'a karsi gugli in vitro
antimalaryal aktivite gosterdigi ayrica P. berghei ile enfekte olmus farelere uygulandiginda
daha az toksisite gosterdigi bildirilmigtir. Coklu ilag direnci ile enfekte olmus Aotus
maymununda PS-15"in in vivo ¢alismalari P. Falciparum’akarst proguanil ve WR99210'dan
daha gui¢li oldugu bulunmustur (T. R. Sweeney ve digerleri, 1993b). 1994 yilinda, Canfield
ve ark. bu yeni biguanidin molekil sinifinin patentini almis ve PS-15'in ilaca direngli
Vietnam Smith P. falciparum susuna karst 150 mg / kg konsantrasyonda olduk¢a aktif
oldugunu, oysa proguanil ve sikloguanil’in hi¢bir aktivite gostermedigini bildirmistir. Bu
molekili WR99210 ve proguanil ile karsilagtirildiginda iyi biyoyararlanim ve etkinlik
sergiledigi tespit edilmistir (I. C. Canfield ve David, 1994).

1997 yilinda Edstein ve ark., PS-15'1 ve WR99210' u, Tayland in P. Falciparum’un
(sikloguanil, pirimetamin ve dapsona direngli) yedi susa karst in vitro aktivitesini
incelemigler bunlar arasinda, WR99210'un sikloguanilden 363 kat daha gig¢li oldugunu
tespit etmiglerdir (Edstein, Bahr, Kotecka, Shanks ve Rieckmann, 1997). PS-15'in umut
verici sonuglarindan motive olan grup gesitli biguanidin analoglari sentezlemistir. llging bir
sekilde, PS-33 ve PS-26'nin (Sekil 2-7) PS-15'e kiyasla daha iyi in vivo aktiviteye sahip
oldugu gorulmugtir (N. P. Jensen ve digerleri, 2001). Daha sonra, 2004 yilinda, Jacobs ve
ark. bu bilesiklerin patentini almig PS-33 ve PS-26 bilesiklerinin Plasmodium sp.,
Mycobacterium sp. ve Pneumosistis carini'ye karst mitkemmel anti sitma aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir. Bildirilen bilesikler herhangi bir testis toksisitesi gostermemigtir

(Norman P Jensen, Examiner ve Shippen, 2004).
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2006 yilinda, Zakikhani ve ark. tarafindan metformin (AMP)- ile aktive edilmig
protein kinaza (AMPK) bagimli meme kanseri hiicrelerinde test etmisler ve blytime
inhibisyonu oldugunu bildirilmiglerdir. MCF-7 insan meme kanseri hucreleri tzerinde
yapilan in vitro galigmada, metforminin kanser hiicrelerinin bliyimesini énemli olgiide
inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica, mRNA translasyonunda genel bir diisiis ve epitel
hiicrelerinde protein sentezinde azalma gozlenmigler metformin konsantrasyonu
degistirilerek meme kanseri hicreleri iizerinde inhibisyon ile tedavi edilebilecegini

gostermiglerdir (Zakikhani, Dowling, Fantus, Sonenberg ve Pollak, 2006).

Gotlieb ve ark. metformini OVCAR-3 ve OVCAR-4 (yumurtalik kanseri hiicre hatlar)
hiicre hatlarinda test etmig metforminin sitotoksik konsantrasyonlarda AMPK
fosforilasyonunu indiikleyerek hiicre ¢ogalmasini engelleyen bir etkiye sahip oldugunu 6ne
sirmiislerdir. /n vitro kosullar altinda, metforminin ayrica cisplatinin etkisini artirdigim
tespit etmislerdir (Gotlieb ve digerleri, 2008). 2009 yilinda Saito ve ark., biguanidin igeren
buformin, fenformin ve metformin gibi antidiyabetik ilaglarin UPR transkripsiyon
programint bozdugunu ve bu nedenle secici antikanser aktiviteye sahip olabilecegini 6ne

surmislerdir (Saito ve digerleri, 2009).

2011 yilinda Segal ve ark., OVCAR-3 ve SKOV-3'te (yumurtalik kanseri hiicre hatlar)
metformin alimi ile OCT1 tastyicilarinin siRNA yikimini bildirmigtir. Fenformin ile
antiproliferatif aktivitesi (hiicre ¢ogalimini engelleyen) korunmus, ciddi yumurtalik
kanserinde antineoplastik aktivite i¢in gerekli olan optimal metformin ve fenformin
konsantrasyonunu tespit etmiglerdir (Segal ve digerleri, 2011). 2012 yilinda Shank ve ark,,
metforminin kanser kok hucreleri (CSC) tzerindeki in vitro ve in vivo inhibitor etkisini
bildirmislerdir. Metforminin, aldehit dehidrojenazlar (ALDH) seviyelerini (CSC'ler i¢in bir
belirteg) baskilayarak A2780'deki yumurtalik kanseri kok hiicrelerinin biiyiimesini,

cisplatine direngli SKOV3 yumurtalik kanseri hticre hatlarini potansiyel olarak kisitladigini
32



ayrica, metforminin cisplatin ile sinerjistik etkisinin timor hiicrelerini baskiladigini tespit
etmiglerdir. SKOV3 timor hattinda ksenogreftiyle inditklenen farede yapilan in vivo
caligmada, tek bagina metformin ile karsilagtinldiginda, metformin ve cisplatin ile tedavi
edilen hiicrede tam timor inhibisyonunu gozlenmistir. Bu ¢aligsma, metforminin anti-CSC

etkisini desteklemistir (Shank ve digerleri, 2012).

Choudhary ve ark., skuamo6z hiicreli karsinomda metforminin inhibitor etkisini
bildirmigtir. Metforminin, nu/nu murin modelinde insan epidermoid A431 ksenogreft timor
buyimesini ve BAX:Bcl2 regiile hiicre apoptozunu inhibe ettigini gostermistir. Metformin
uygulamasinin nikleer faktor kappa B'yi (NFkB) inhibe ettigini ve inhibitor protein IkBa
fosforilasyonunda azalmaya neden oldugunu, transkripsiyon proteini iNOS / COX-2 ve
mTOR sinyal yollarint inhibe ettigini bildirmislerdir (Chaudhary, Kurundkar, Elmets,
Kopelovich ve Athar, 2012). 2012 yilinda Woster ve ark., ¢ekirdekte bulunan LSD-1 (Lizin
spesifik demetilaz-1) enzimini inhibe eden bazi polibiguanitlerin patentini almislar ve LSD-
I'in, c¢ekirdekte bulunan H3 histonlarinin demetler halinde hareket ettigini ve
transkripsiyonu arttirarak gen regiilasyonunda 6nemli bir enzim oldugunu bu nedenle,
polibiguanidinler tarafindan LSD-1 inhibisyonunun kanser gibi hiperproliferatif hastaliklar
tedavide etkili olacagini 6ne sirmuslerdir(Boncher ve Us, 2012). 2013 yilinda, Zhu ve ark.
ErbB2 meme kanseri hiicrelerinde metforminin potansiyel antikanser aktivitesini
bildirmiglerdir. MMTV-ErbB2 transgenik farelerde metforminin in vivo ¢alismasi, ErbB2
meme timor hiicrelerinin inhibisyonunu gostermigler bu sonuglarla metforminin ErbB2e ile

iligkili karsinogenezi hedef alan onleyici stratejilerde kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir

(Zhu ve digerleri, 2014).

2014 yilinda, Orecchioni ve ark. metformin ve fenformini insan beyaz yag dokusu
(WAT) endotel hiicrelerinde ve HER21 meme kanseri modellerinde in vitro ve in vivo olarak
test etmisler, ilaglarin meme kanseri hiicrelerinin anjiyogenezi iizerinde etki gosterdigini 6ne
surmiglerdir (Orecchioni ve digerleri, 2015). Ayrica, atenolol ve aspirinin HER2pBC
modellerinde metformin ile sinerjik etki gosterdigi, bu kombinasyonun metforminin meme
kanseri hucrelerine karst antikanser aktivitesini arttirdigr, bu sinerjinin mikro ¢evre
hiicrelerini 6nemli olgude etkiledigini bildirmislerdir (Talarico ve digerleri, 2016). 2015
yilinda Wysham ve ark., yumurtalik kanseri hticre hatlart SKOV-3 ve IGROV1 1tizerinde
antitimor aktivite i¢in metformin ve yeni biguanidin NT1014’un (Sekil 2-8) karsilastirmali
bir ¢aligmasini bildirmistir. MTT testi, her iki OC hiicre hattinda metformin ve NT1014'tin

anti-proliferatif aktivitesinin G1 fazinda hiicre donglst durmasina ve ardindan apoptoza
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neden oldugunu gostermistir. Ilging bir sekilde, metforminle (SKOV3 % 1000 mM;
IGROV1 ¥ 850 mM) karsilagtirildiginda NT1014 ¢ok diisiik konsantrasyonda (SKOV3 V4
380 mM; IGROV1 %150 mM) tiimor biiyiimesini inhibe ettigi gozlemlemistir. /n vivo
caligmada, NT1014 timor agirligint %61 oraninda azaltirken, metformin sadece %32
oraninda azalmustir. [n vitro ¢alismalar neticesinde NT1014'tin metforminden daha fazla
aktivite gosterdigi sonucuna varilmigtir (Wysham ve digerleri, 2015). Bundan motive olan
Zhang ve ark., NT1014 tizerinde ayrintili bir ¢aligma yiratmusgler ve NT1014%n terapotik
uygulamasinda daha fazla gelismenin, yumurtalik kanseri ilaglari igin gii¢li bir aday olarak

yol agabilecegini 6ne stirmisglerdir (L. Zhang ve digerleri, 2016).

NT10114

Sekil 2-8§ NT1014 yapist

Metforminin kanser hiicresi ¢ogalimini nasil 6nledigi ve mekanizmasini tahmin etmek
i¢in, Griss ve ark. ayrintili mekanik ¢aligma yiritmus, metforminin hiicre biiyiimesi igin
gerekli olan mitokondriyal bagimli metabolik ara urinlerin Uretimini azalttigini
bulmuglardir. Ancak mitokondriyal bagimli biyosentezi atlayan metabolik streclerdeki
adaptasyonlar, tiumoér hicresinin - biguanidinlere karsi  direng  gelistirebilecegini
disindurmustir (Griss ve digerleri, 2015). Goodwin ve ark., NCIC Klinik Arastirmalar
Grubu (NCIC CTG) metforminin MA.32'de plaseboya kiyasla ¢esitli metabolik faktorleri
onemli olgtde iyilestirdigini bildirmigler, metforminin diyabetik olmayan meme kanseri
hastalarinin metabolik profilini gelistirdigine dair net kanitlar sunmuglardir (Goodwin ve

digerleri, 2015).

Pulito ve ark. metforminin farmakolojik konsantrasyonda mikroRNA'y1 potansiyel
olarak inhibe ettigini bildirmislerdir. Metformin ile tedavi edilen farede meme kanseri
hiicresi ksenograftinin onkojenik miR-21-5p ekspresyonunu azaltarak diizenledigini tespit
etmig, klinik ¢aligmalarda antidiyabetik ila¢ olarak metformin tiikketen hastalarin serumda
dusik dizeyde miR-21-5p konsantrasyonu gosterdigi gozlenmistir. MiR-21-5p'nin
inhibisyonunun, kalsiyum baglayici protein 39 (CAB39L) benzeri ve Sestrin-1 (SESN1) gibi
AMPK aktivatorlerinin  ekspresyonunu ve metformin kombinasyonlarinin terapide

kullanilabilecegi 6ne surmustir (Pulito ve digerleri, 2017).
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Lea ve ark., biguanidinlerin kanser hticresi biiytimesi ve glikoliz tizerindeki etkisini
anlamak i¢in buformini ve fenformin (iyi mitokondriyal alimi olan bilesikler) ile birlikte
proguanil ve fenil biguanidin (zayif alim oranina sahip) olarak kabul ederek, mesane ve
kolon kanseri hiicre hatlarina 50 uM konsantrasyonda se¢ilmig biguanidinler inktibe etmisler
Proguanilin fenformin ile takip edilen kanser hiicrelerinin biiyiimesini potansiyel olarak
inhibe ettigini gézlemlemisglerdir. Buformin ve fenil biguanidinlerin ise bu konsantrasyonda
in aktif oldugu gozlenmistir. Buna karsilik ortamin glikoz alimi ve asitlenmesinin sadece
buformin ve fenformin ile iligkili oldugu proguanil ve fenil biguanidin ile tedavi edilen hiicre
hatlarinda herhangi bir degisiklik olmadigi gozlenmistir. Iyi mitokondriyal alima sahip
secilmig biguanidin bilesiklerinin glikoz metabolizmasindan sorumlu oldugu sonucuna
vartlmistir. Ayrica, biguanidinlerin biiytime inhibitor aktivitesinin mitokondriyal alim ile
iligkili olmadig ve biguanidinler i¢in ¢oklu etki alanlarinin mevcudiyeti ile iligkili
olabilecegi 6ne surtilmistiir (Lea, Haneulsol ve DesBordes, 2018). Das ve ark., metforminin
dogrudan sistein bakimindan zengin Cyr61 tzerinde etkili oldugu pankreas kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogtini inhibe ettigini bildirmislerdir (Das ve digerleri, 2015).
Zhang ve ark., Cys61'1 hedef alan yumurtalik kanseri hiicrelerinde metforminin antikanser
aktivitesini incelemigler Cys61 / CCNI1'in yumurtalik kanseri hiicrelerinde agirt eksprese
oldugu metforminin OVCAR-3 hiicre hatlarinda Cyr61'1 doza bagimli olarak énemli dlgiide
inhibe ettigi bildirilmistir (K.-B. Lee ve digerleri, 2012)(F. Zhang, Chen, Du, Wang ve Yang,
2018, 2021).

Insan rahim agzi1 kanseri hiicrelerinin (HeLa ve SiHa) tedavisinde buforminin essiz bir
rol oynadigi Chen ve ark.tarafindan bildirilmigtir. Buformin (10 mM) ile iyonlagtirict
radyasyon (IR) kombinasyonunun tek tedavi yontemine kiyasla tiimér hiicrelerinin radyo
duyarliligini ve sitotoksisiteyi arttirdigini akig sitometrisi raporuna dayanarak, hiicre
dongisiniin G2 / M fazindaki kanser hiicreleri baskilamasinin radyoterapiye daha yatkin
hale getirdigi varsayilmigtir. Kombine tedavi ile buforminin AMPK aktivasyonunu artirdigi

gozlenmigtir (L. Chen ve digerleri, 2018).

Iyer ve ark. metformin ve buformini bagimsiz olarak in vitro kosullar altinda H460
insan akciger kanseri hiicrelerinde 2-deoksi-D-glukoz (glikoliz inhibitort) ve WZB-117 (bir
GLUT-1 inhibitérii) ile kombinasyon halinde test etmigler hem metformin hem de buformin
2-deoksi-D-glukoz ile kombinasyon halinde kullanildiginda guglii sinerjik etki gézlenirken
sadece WZB-117 kullanildiginda zay1f bir sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir (Yakisich,

Azad, Kaushik ve Iyer, 2019).
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Liang ve ark., metforminin trombosit olusumunda ilk tanimnabilir 6ncii olan
megakaryoblastik hiicreler (Dami ve MEG-01) uzerindeki etkisini incelemislerdir.
Metforminin bu hucreler tzerinde proliferasyonunu o6lgmek i¢cin CCKS8 testini
kullanmiglardir. Hiicrelerin artmasi ya da boltinerek ¢ogalmasini 6nemli 6l¢giide inhibe ettigi
gozlenmigtir. Metforminin doz ve zamana bagli olarak apoptozu uyardigini 6ne siiren akim
sitometrisi yapilmiglardir(Liang ve digerleri, 2017). Tyszka-Czochara ve ark., insan rahim
agz1 kanseri SiHa/HTB-35 hiicrelerine kargt metformin ve kafeik asit kombinasyonunu
degerlendirmisler, bu kombinasyonun metabolik yeniden programlamayi diizenleyerek
metastatik insan serviks kanseri SiHa/HTB-35 huicrelerini segici olarak azalttigini, dahasi bu
kombinasyon hiicre dongustunt dizenleyerek sessiz timor hiicrelerine karst antikanser
aktivitesini arttirdigini bildirmiglerdir(Tyszka-Czochara, Bukowska-Strakova ve Majka,
2017). Pirazol pargasinin biguanidin antitimor aktivitesini artirabilecegi gorusiyle, Zhou ve
ark. bir dizi yeni pirazol igeren biguanidin sentezlemistir (Sekil 2-9). Sentezlenen
bilesiklerin antikanser aktivitesi yumurtaliklar (A2780) ve iki mesane kanseri hiicre hattina
(UMUCS3 ve T24) karst test etmisler, 19a, 19b ve 20 her ti¢ hticre hattinda da metforminin
fenforminden daha gii¢li oldugu bunun yani sira bilesik 19a yumurtalik kanseri hiicre hattina
(A2780) karst ICso degeri 6.9 mM aktivite gosterdigi bildirilmigtir. Ayrica, bu bilesiklerin
AMPK'yi aktive ederek ve mTOR sinyal yolunu inhibe ederek hareket ettigini one
surmislerdir (Zhou ve digerleri, 2019).
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Sekil 2-9 Pirazol i¢eren biguanidinlerin yapilari.

Wang ve ark., ilaca direngli yumurtalik kanseri hiicreleri (A2780PAR ve A2780CR)
tedavisi i¢in yeni bir strateji bildirmislerdir. Biguanidinlerin ve olaparibin (PAPRIi
inhibitori) kombinasyonunun sinerjik etkisinin EOC'ye kars1 potansiyel aktivite sergiledigi

hiicre ¢ogalmasini ve gogliini 6nemli ol¢iide azalttigini tespit etmisler metformin, fenformin
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veya olaparib ile bireysel tedavinin doza bagimli oldugunu gostermislerdir (Wang ve

digerleri, 2020).

Ramasamy ve ark. kanser hiicreleri inhibisyonu igin yeni bir tedavi yaklagimi
bildirmis, poli-L-lisin ve metforminden olugan bir metformin polipeptit tirevini (LysMET,
Sekil 2-10) sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesigi hem gen tagima kapasitesi hem de
antitimor aktivitesi degerlendirilmigtir. LysMET bir timér baskilayict gen olan miRNA-
320a lipit ¢ift katmanli (mLysMET) tarafindan kapstllenmisler ve HT-29 kolon kanseri
hiicre hatlarina kargi test etmislerdir. MUCI1 aptamer igeren nanopartikiillerin daha fazla
hiicresel alima sahip oldugunu gozlenmistir. miRNA-320a ve metformin sinerjik etkisi
kolon kanseri hiicrelerine kargt test edilmig tiimoér hicrelerini AMPK fosforilasyonu ile
mTOR yoluna ve miRNA-320a'ya etki ederek P-katenini inhibe ettigi bildirilmigtir
(Ramasamy ve digerleri, 2019).

NH, N P
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Sekil 2-10 Polipeptit biguanidin Lysmet yapist

Hebert ve ark. biguanidium tuzlarindan bir dizi feniletilbenzil tiirevini sentezlemis ve
pankreatik duktal adenokarsinom hiicrelerine (PDAC) karsi antitimor aktivite agisindan test
etmiglerdir. Degerlendirilen tim bilesikler, farede (NB508) pankreas kanseri hucreleri
buyumesini 5 uM'lik ¢ok disik konsantrasyonda etkili bir sekilde inhibe ederken,
metformin ve fenformin bu konsantrasyonda inaktif bulunmustur. Ayrica, arastirmalar
bilesik (21)’in (Sekil 2-11) kanser hiicrelerine karsi daha yiiksek secicilik sergiledigini
gostermistir. Tlging bir sekilde, bilesik (21), sirastyla 6.1 uM ve 15 uM'lik ICso'deki KP4 ve
PANCI hiicrelerine karst gogalim onleyici etki gostermistir. [n vivo ¢alismalarda, bilesik
21’in fenforminden daha giicli ve etkili oldugu tespit edilmistir. Bilesig§in NAD\NADH
oranint degistirerek ve mitokondriyal solunumu inhibe ederek onemli antitimor aktivite

gosterdigi one surilmugtir (Hébert ve digerleri, 2021).
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Sekil 2-11 Feniletilbenzil biguanidin yapist.

Hart ve ark., yumurtalik kanseri hticreleri tedavisinde metforminin Sfengozin kinaz
I'in (SHPK1) aktif metabolit sfengosin-1-fosfat (S1P) olusumunda 6nemli bir enzim
oldugunu bildirmiglerdir. Yumurtalik kanseri hiicrelerinde SPHK 1'in agir1 ekspresyonunun
veya eksojen S1P'nin eklenmesinin timor biiytimesi ve gociinii arttirdigini gostermiglerdir.
Ayrica, metforminin, disik SHPK1 seviyelerine sahip yumurtalik kanseri hiicrelerine
kiyasla, agir1 eksprese edilen SHPK1 ile yumurtalik kanseri hiicrelerini potansiyel olarak
inhibe ettigi bildirilmistir. Anti-diyabetik ila¢ olarak metformin alan yumurtalik kanseri
hastalarinda daha ileri arastirmalarda dusiik serum S1P diizeyleri saptanmiglar yumurtalik
kanser hiicreleri in vitro metformin ile tedavi edildiginde de benzer sonuglar elde etmiglerdir

(Hart ve digerleri, 2019).

Jafari-Gharabaghlou ve ark. metformin ve fenforminin meme kanseri hiicrelerinde
sinerjik etkisini bildirmiglerdir. MDA-MB231 ve T47D meme kanseri hiicrelerine karst
sirastyla kombinasyon halinde metformin-fenformin test edilmis, ICso degeri sirasiyla 4.01
mM ve 9.40 mM anlamli derecede dusik bulunmus, kombinasyonun MDA-MDB 231
hiicrelerinde T47D hiicrelerine giicli antiproliferatif etki gosterdigi, ayrica bu bilesiklerin
hTERT ekspresyonunu inhibe ederek hareket ettigini 6ne stirmiislerdir (Jafari-Gharabaghlou
ve digerleri, 2018)

Chung ve ark. metformin ve sorafenibinin karaciger kanseri hiicrelerinde sinerjik etkisi
in vitro aktivitesi bildirmislerdir. HepG2.2.15 ve hasta kaynakli ksenogreft kanser
hiicrelerinde metformin-sorafenibin konsantrasyona bagli sitotoksik aktivitesi incelenmis bu
kombinasyonun kanser hucrelerinin apoptozunu artiran IL-1b, IL-6, p53 ve TNF-a
faktorlerini yukar regule ettigi bildirilmigtir. Malesef, klinik ¢aligmalarda, sorafenib ile
tedavi edilen ve antidiyabetik ajan olarak metformin tiketen hastalar, timor agresifligi ve

Sorafenib'e direng gostermistir (Chung ve digerleri, 2018).
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Bardaweel ve ark. biguanidinlerin in vitro antikanser aktivitesinin terapdtik dozdan
daha yuksek konsantrasyonda goézlendigi yorumunu yapmiglardir. Kanser hiicresi biiytimesi
i¢cin kullanilan kiltiir ortam1 hiperglisemik sartlart 10-25 mM glikoz konsantrasyonundan
olugmaktadir. Bu nedenle, fizyolojik durumu taklit etmek i¢in, meme kanseri hiicre hatlarina
(MCF-7, T47D, MDAMB- 231) kars1 fizyolojik glikoz konsantrasyonunu taklit ederek
metformin ve fenformini 1 mM konsantrasyonda degerlendirmistir. Farmakolojik
konsantrasyonda metformin ve fenforminin glukozca zengin hucre kultirtinde inaktif
oldugunu gozlemlemisler normoglisemik (5.5 mM) durumdayken, her ikisi de giglu
antiproliferatif aktivite sergilemis hiicre canliligini azalttigr bildirilmistir. Fenforminin
AMPK'yi aktive ederek ve mTOR yolunu asagi regiile ederek antitiimor aktivite gosterdigi
tespit edilmigtir (Chung ve digerleri, 2018).

1983 yilinda Broxton ve ark. PHMB'nin bakterisidal aktivitesini arastirmiglar ve E.
coli'nin hiicre siispansiyonunu biyositlerle tedavi etmislerdir. Biyositin bakterisidal
etkisinin, polimer uzunlugundaki artigla arttig1 gézlenmis, yiikksek molekiil agirliklt (HMW)
polimer PHMB (n >10) vantosile (PHMB, n=5.5) kiyasla ¢ok dusik konsantrasyonda
bakterilerin biiyimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gdzlenmistir. Dimer igeren amin uglu
biguanidin bilesikler (AED) (n=2) E. Coli kulturt tzerinde en az etki gosterdigi ayrica
biyositlerin hiicre gegirgenligini artirarak hiicre zarinda kalici hasara neden oldugunu

bildirmiglerdir (Broxton, Woodcock ve Gilbert, 1983).

1990 yilinda John, bis-(pirolidonil alkilen) den olusan yeni biguanidin tirevlerinin
giclt antimikrobiyal aktivite digiik toksisite sergiledigini ve suda ¢ozunurlugu sagladigini
iddia etmistir (J.J. Merianos, 1990). 1992 yilinda Larkin ve ark., oftalmik enfeksiyondan
sorumlu protozoan parazit A. keratite karst PHMB kullanimini bildirmiglerdir (Larkin,
Kilvington ve Dart, 1992). 1996 yilinda Seal ve ark. klorheksidin ve propamidin
kombinasyonunun A. keratitinin tedavisinde herhangi bir toksik etki ve diren¢ olmaksizin
olduk¢a etkili oldugunu bildirmislerdir (Seal ve digerleri, 1996). Daha sonra,
Acanthamoeba'nmin 3 patojenik susuna karsi aleksidinin amiebisidal aktivitesi
degerlendirilmistir. Aleksidinin trofozoitleri 10 pg/ml konsantrasyonda oldirirken kistleri
oldirmek icin 100 pg/ml'nin gerekli oldugu bildirilmigtir. 100 pg/ml aleksidin ve
klorheksidinin in vitro kosullarda kornea epitel hiicreleri iizerinde etkisi degerlendirilmis

aleksidinin Cin hamsterlarinin korneasina yuizeysel olarak uygulandiginda aleksidinin daha
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az toksik oldugunu ve aleksidinin A. keratite karst yeni bir ilag olabilecegini o6ne

surmuslerdir (H. Alizadeh, Neelam ve Cavanagh, 2009).

1997 yilinda Tsubouchi ve ark. Tasarlanan bir dizi 1,5-disubstitute biguanidin
molekiillerin yaptr aktivite iligkisini incelemisler hem gram pozitif hem de gram negatif
bakterilerde antibakteriyel aktivite agisindan degerlendirilmiglerdir. Potansiyel aktivite
gosteren bilesik Sekil 2-12°de verilmistir. 3,4- diklorobenzil ikame bilesiklerinin iyi aktivite
gosterdigi ayrica aril grubunu sabit tutarak alkil zincir uzunlugunu N° pozisyonunda
degistirdikleri gozlenmigtir. Bilesigin  klorheksidin  ile karsilagtinldiginda  genis
mikroorganizma spektrumunda daha iyi antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir

(Tsubouchi, Ohguro, Yasumura, Ishikawa ve Kikuchi, 1997).
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Sekil 2-12 Tsubouchi ve ark. tarafindan incelenen antibakteriyel potansiyel bilesigin

yapisi.

Polimerik klorheksidin antimikrobiyal aktivitesi, E. faecalis'in in vitro salma cihaz
modeli kullanilarak dentin tubil enfeksiyonunda degerlendirilmigtir. Bu yeni polimerik
klorheksidin kontrollii salim cihazi kullanilarak yapilan testte E. faecalis'e karsi etkili ilag

olabilecegini one sirmugtir (Y. Lee ve digerleri, 2008).

2012 yilinda Kim ve ark., E. faecalis tarafindan enfekte edilen dentin bloklar: tizerinde
aleksidin (%1) ve klorheksidinin (%2) antimikrobiyal etkinligini karsilagtirmistir. Dig
dolgularinin %10 alexidin veya %2 klorheksidin i¢inde 10 dakika bekletilmesinin E. faecalis
enfeksiyonuna kargt etkili olabilecegi bildirilmiglerdir (Y. Lee ve digerleri, 2008).
Klorheksidin ve NaOCI siklikla kok kanal irrigasyonu olarak kullanilmaktadir ancak
klorheksidin ile NaOCIl (dis preparasyonunda yaygin bir irrigasyon maddesi) reaksiyona
girme ve toksik olan parakloroanilin ¢okeltileri olugturma egilimindedir. Buna karsilik,
Alexidin'nin NaOCI ile ¢okelti olusturmadig kanitlanmiglardir (Y. Lee ve digerleri, 2008).

Surender ve ark, ayni konsantrasyonlarda E. faecalis'e karst aleksidin ve klorheksidin
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kargilagtirmali bir g¢aligma gerceklestirmisler Alexidinin E. faecalis'e karst daha iyi
antimikrobiyal aktivite gosterdigini bu nedenle glivenlik ve etkinlik agisindan tstin bir kok

kanal irrigasyonu olabilecegini 6ne siirmugslerdir (Y. Lee ve digerleri, 2008).

2011 yilinda Siqueria ve ark. kok kanal irrigasyonu (basingli yikama) olarak bag
dokusu iltihab1 olan dislerin tedavisi igin %0.12 klorheksidin glukonat ve %2.5 sodyum
hipokloritin in vivo antimikrobiyal etkinligini kargilagtirmiglar sodyum hipoklorit ve
klorheksidin kullanilarak yapilan irregasyon tedavi protokollerinin bakteriyel yiikleme ile
enfekte olmug kok kanallarinda aktiviteyi onemli olgiide azalttigini tespit etmislerdir
(Mohammadi ve Abbott, 2009; Rogas ve Siqueira, 2011). Gomes ve ark. endodontik
patojenlere kargt kanal i¢i ilag olarak kalsiyum hidroksit ve %2 klorheksidin glukonat jeli
kombinasyonunu degerlendirmisler, %2 klorheksidin jeli+Ca(OH), kombinasyonunun,
steril su ile Ca(OH),' ye kiyasla daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigini one
surmuslerdir (Figueiredo de Almeida Gomes ve digerleri, 2006). Kanal i¢i ilag tedavisi i¢in
klorheksidin'in oktenidiye kargi antimikrobiyal aktivitesi E. faecalis'e karst degerlendirilmig

ve her ikisinin de etkili oldugu tespit edilmistir (de Lucena ve digerleri, 2013).

1999 yilinda ilk kez Zhang ve ark. poliguanidin, poliheksametilen biguanidin kloriir
ve stearat tuzlarimi cokeltme yontemiyle sentezlemis yapilarimi, ¢ozinirliklerini ve
antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmiglardir. NMR, FTIR, XPS ve elemental analizlerden
elde edilen veriler, polimerlerin yapisimin teorik yapiya benzedigini ortaya koymustur.
Termogravimetrik analiz (TGA), polimerlerin 250°C'ye kadar yiiksek sicakliklarda stabil
oldugunu gostermigler sentezlenen polimerler metanol, etanol i¢inde ¢oziinmiis ancak diger
organik ¢ozicilerde c¢oziinmemigtir. PHMB  tirevlerinin 200 pg/ml'nin  altindaki
konsantrasyonlarda mantar ve maya dahil ¢ok sayida gram-pozitif ve gram-negatif bakteriye
karst gi¢li antimikrobiyal aktivite sergiledigi tespit edilmistir (Y. Zhang, Jiang ve Chen,
1999).

Michael ve ark.,, PHMB'nin nukleik asitlerle etkili bir sekilde baglandigini
antimikrobiyal aktivite sergiledigini gostermisler, daha distik konsantrasyonda PHMB'nin
neden oldugu DNA hasarinin tolere edilebilir ve onarilabilir oldugu dolayisiyla

bakteriyostatik etki gosterdigi bildirilmistir (Allen, White ve Morby, 2006).

2004 yilinda Shetty ve ark., BVS-10A (Sekil 2-13) ve bisbiguanidin kismi1 i¢eren

tirevlerinin AIDS hastalarinda firsatgr enfeksiyonlara neden olan bakterilere karst
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antimikrobiyal aktivite sergiledigi bu molektliin anti-bakteriyel ve antiviral aktivite

gosterdigi bildirilmistir (B.V. Shetty, 2004).
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Sekil 2-13 BVS-10A yapisi

Genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite ve diistik risk profiline dayanarak, Hubner
2010 yilinda yara enfeksiyonlar1 tedavisinde PHMB kullanimini énermis %0.02' nin (200
ug/ml) altindaki konsantrasyonda PHMB'nin S. aureus, S. faecalis, S. lactis, E. coli, E.
faecium, P. aeruginosa ve C. albicans'a karst mikrobisidal etki gosterdigini bildirmistir

(Hiibner ve Kramer, 2010).

2010 yilinda Calinescu ve ark. ti¢ yeni bakir (II) kompleksi biguanidin bildirmis,
Klorheksidin diasetat bakir (IT) klortiir ve bromur asetat tuz kompleksleri kullanmistir. Klortr
iceren kompleks gram pozitif bakteri ve mantar kiltirt tizerinde metal icermeyen formuna
gore daha iyi aktivite sergilemigstir. Ancak gram negatif bakteriler Uzerinde standart
antibiyotiklerden daha az aktif bulunmustur (Calinescu, Negreanu-Pirjol, Calinescu ve
Georgescu, 2012; Calinescu, Negreanu-Pirjol, Georgescu ve Calinescu, 2010). Olar ve ark.
anti-enfektif ajanlar olarak metal kompleksi biguanidin kullanimint bildirmislerdir. Mn(II),
Ni(Il), Zn(1I), Cu(Il), perklorat tuzu ile N,N-dimetilbiguanidin (DMBG) kompleksini
sentezlemigler elementel analiz ve farkli spektroskopik teknikler kullanarak karakterize
etmiglerdir. [Ni(DMBG)2](-ClO4)2.DMF ve [Cu(DMBG)2](ClO4)> komplekslerinin tek
kristal X-1g1n1 kirtnimi ile iki DMBG selat molekiiliiniin bir kare olusturan merkezi metal
atomuna bagli dizlemsel yapt oldugunu ve metil gruplarin trans formda diizenlendigini
gostermislerdir (Olar, Badea, Marinescu, Chifiriuc, Bleotu, Grecu, lorgulescu ve Lazar,
2010). Bu metal komplekslerinin ayn1 zamanda inert yiizeylerde antiseptik, dezenfektan ve

anti bakteriyel ajanlarin kolonizasyonunu da engelledigi tespit edilmistir. Bu grup 2013
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yilinda, benzer kullanim i¢in ¢ yeni Fe(Ill) kompleksli N,N-dimetilbiguanidin bilesigi
bildirmistir (Badea ve digerleri, 2013).

Poliheksametilen biguanidin kopik pansumanlarin kullanimi, bakteriyel yukin ve
agrinin azaltilmasi igin kronik yaralarda denenmistir. PHMB pansumanlarin kullanimi, 4.
haftada bakteri yikint ve 2. haftada agriy1 énemli 6lgiide azaltmistir (Sibbald, Coutts ve
Woo, 2011). Mikic ve ark., kok kanal modellerinde E. faecalis, C. albicans ve S.
epidermidis'e kars1 %0,2 poliheksametilen biguanidin (PHMB) antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmis %2,5 sodyum hipoklorit ve %0,2 klorheksidin ile kargilagtirmigtir.
Caligmalart1 hem poliheksametilen biguanidin hem de sodyum hipokloritin kok kanal
modellerinde E. faecalis ve C. albicans'a kargt antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
fakat klorheksidin ile tedavide ise etkili olmadig: tespit edilmistir(Miki¢ ve digerleri, 2018).
Izotonik ajanlarin PHMB'nin antimikrobiyal aktivitesi iizerine etkisi Yanai ve ark. tarafindan
degerlendirilmistir. PHMB'nin bu antimikrobiyal aktivitesi NaCl (iyonik ajan) tarafindan
inhibe edilmis ancak propilen glikolden (iyonik olmayan) etkilenmedigi bildirilmistir

(Yanai, Ueda, Nishida, Toyohara ve Mori, 2011).

Melander'in ¢aligmalarindan hareketle Ishida, 1965'te polioviriis, newcastle hastalig
(NCD) viriisii ve sendai viriisii Uzerinde biguanidin ve amid tiirevleri serisinin inhibitor
etkisini aragtirmaya karar vermigstir (Ishida, 2006). Alkil biguanidinlerin HeLa hiicrelerinde
sendai virasunin gelisimini inhibe ettigi gozlemlemis ve alkil zincir uzunlugundaki bir
artigla sitotoksisitenin arttigint fark etmistir. Cok az sayida bilesik, sendai viriisi ve NCD
viristne karst in vitro durumda inhibitor aktivite gostermis, ancak higbiri poliovirts plak
olusumunu inhibe etmede basarili olamamigstir (Ishida, 2006). Bir dizi fenil ve benzil
biguanidin tirevinin de polioviris plagina karsi inaktif oldugu tespit edilmis ve p-
toluensiilfonil grubunun N* pozisyonunda alkil biguanidin eklenmesiyle polioviriis plaginda
inhibitor aktivite gosterdigi gozlenmistir. Daha ileri aragtirmalarda benzenstlfonil
biguanidin tiirevlerine morfolin grubunun eklenmesiyle daha giicli bilegikler elde edilmis,
N!,N'-anhidrobis-(B-hidroksietil )klorobenzensiilfonil biguanidin ve N! ,N'-anhidrobis-(p-
hidroksietil) metoksibenzensiilfonil biguanidin (Sekil 2-14) bilesikleri, polioviriis ile enfekte

olmusg farelerde profilaktik inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Ishida, 2006).
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Sekil 2-14 Benzensiilfonil biguanidin tiirevleri

Kreb ve ark. 2005 yilinda polibiguanidin turevlerinin anti HIV-1 aktivitesi
gosterebilecegini 6ne stirmusler ve hidrokarbonlar farkli zincir uzunluklarinda baglayarak
polibiguanidinlerin ¢esitli tirevlerini sentezlemiglerdir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda,
PHMB’nin (polihegzametilenbiguanidin) hiicresiz ve hticre baglantili HIV-1'e karst orta
diizeyde aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Krebs ve digerleri, 2005). Ayrica, PHMB'nin
viriis baglanma ve hiicre girisine miidahale ettigini 6ne sirmiislerdir. Daha aktif ve daha az
toksik PHMB tirevlerini tanimlamak i¢in, hidrokarbon zincir uzunlugu degistirilerek
PHMB'in  ¢esitli  yapisal  varyantlan  sentezlenmistir.  Bunlar  arasinda
polietilenehexamethilen biguanidin (PHMB, Sekil 2-15) HIV-1'e kars1t en aktif ve dusuk
toksisiteye sahip oldugu tespit edilmistir(Krebs ve digerleri, 2005).
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Sekil 2-15 Polietilenheksametilen biguanidin (PHMB) yapist

Sharma ve ark., Metforminin pleiotropik dogasi nedeniyle Covid-19 tedavisinde
metformin kullanimini  aragtirmiglardir.  AMP-aktif protein kinaz (AMPK) ACE2
(Anjiyotensin donistiriici enzim 2)'nin stabilitesinin korunmasinda rol oynadigint 6ne
sturmislerdir. Molekiiler dizeyde metformin AMPK fosporilasyonunu aktive etmis, ACE2
reseptoril tizerine fosfor grubunun eklenmesi ile reseptorde fonksiyonel ve konformasyon
degisikliklerine yol agmistir, boylece SARS-CoV-2'nin reseptér baglanma alanini
engellemigtir (Sharma, Ray ve Sadasivam, 2020). Konak¢i ve virlisiin protein-protein
etkilesimi hakkinda mevcut raporlar inceleyerek, onemli viral proteinlerin, N ve Orf8'in,

mTORCI1 yolu tarafindan diizenlenen insan proteinleri LARP1 ve FKBP7 ile etkilesime
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girdigini bildirmislerdir (Sharma ve digerleri, 2020). Lehrer, PI3K / AKT / mTOR yolunun
MERS-CoV enfeksiyonunda kilit rol oynadigint ve bu nedenle bu yolun hedeflenmesinin
korona virislerinin tedavist igin firsat yaratabilecegini, biguanidinlerin inhalasyon yolu ile

uygulanmasinin influenza ve koronaviriisii inhibe edebilecegini 6ne siirmuglerdir (Lehrer ve

Rheinstein, 2020; Sharma ve digerleri, 2020).

2016 yilinda Kirin ve ark., Metal komplekslerinin ¢esitli fizyolojik streglerin
dizenlenmesine katilimindan esinlenerek, kobalt nitrati farkli biguanidin tirevleri ile
isleyerek kobalt (III) biguanidin kompleksini sentezlemisler, kobalt kompleksini in vitro
antiviral aktivite igin A / California / 07/09 (HIN1pdmO09) influenza viriisiine karst test
etmiglerdir (Kirin, Demkin, Smolentsev, Il ve Maksakov, 2016). Antiviral aktivitenin
degerlendirilmesi, noétral kirmizi alim testi ve viriis kaynakli sitopatik etkinin (CPE)
inhibisyonu ile gerceklestirmislerdir. Test edilen bilesikler arasinda, sekonder
butilbiguanidin igeren kobalt (III) kompleksi (Sekil 2-16), en yiiksek antiviral aktivite, diigtik
toksisite ve 1yi terapdtik etkinlik ile umut verici sonuglar gosterdigi bildirilmistir (Kirin ve
digerleri, 2016).

C\K
2 M

Sekil 2-16 Ikincil butil biguanidin ile kobalt (III) kompleksinin yapist

Bu bilesigin yapist X-151n1 kristalografik yontemi ile belirlenmis ve kobalt atomunun
ti¢ selatli ikincil biitil biguanidin ligandinin alt1 azot atomu ile koordine edildigi gézlenmistir
(Kirin ve digerleri, 2016). Biguanidin tiirevlerinin kobalt kompleksi hakkinda mevcut olan
umut verici sonug ve veriler, aragtirmacilari biguanidinlerin antiviral aktivitesi alaninda daha

fazlasini kegfetmeye tegvik etmigtir.
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Scheen, COVID-19'dan etkilenen tip 2 diyabetik hastalar tizerinde mevcut retrospektif
gozlemsel caligmalardan elde edilen 6n wverileri analiz etmistir. Halihazirda metformin
dozlari alan hastalarin, metformin tilketmeyen diyabetik hastalara kiyasla diigitk 6lim orani
gosterdigi analiz edilmig ayrica COVID-19 hastalarinda metformin etkisi sonuglandirmadan
once sistematik kontrolli ve rastgele galismalarin yapilmasi gerektigini 6ne surmiistir
(Scheen, 2020b). Yang ve ark., ilag tasarimi i¢in protein hedefi olarak yeni korona viriisiiniin
(PDB: 6LU7) 3CLpro proteaz enzimini alarak yapi tabanli tarama testini gerceklestirmis,
metformin ve biguanidin hidroklortiriin sirasiyla -6.72 ve -2.11 kcal / mol baglanma enerjisi
oldugunu gostermistir. Guanidin kisminin COVID-19'a karst 3CLpro enzimi ile uygun

baglanmaya yardimet oldugunu 6ne stirmuslerdir (Outbreak ve Wang, 2020).

2005 yilinda Gupta ve ark., filariasis tedavisinde kullanilan 6nemli bir ilag olan
dietilkarbamazinin, folat metabolizmasinda yer alan g¢esitli enzim inhibisyonunu
arastirmistir (Pattillo, Gupta ve Carey, 2005). Bag ve ark.'nin B. malayi microfilariae turleri
tizerinde yaygin olarak pazarlanan iki antifolat ilag pirimetamin (antimalarial-DHFR
inhibitori) ve trimetoprim (antibakteriyel-DHFR inhibitori) uzerinde arastirma
yapmiglardir (Bag ve digerleri, 2010). Trimetoprim ve pirimetaminin ICso degerleri, B.
malayi'ye kargt test edildiginde sirasiyla 12.92 ve 20.10 uM'dir. Bu ilaglar, hareketlilik
kaybint kontrol etmek i¢in yetiskin solucanlara karst degerlendirilmigtir. Bu ¢aligmalardan
elde edilen umut verici sonuglar biguanidin ve triazen kisimlar igeren bir dizi molekilin
(A-B serisi) degerlendirilmesine yol agmistir. Seri B'nin A serisine kiyasla daha giiclu
oldugu tespit edilirken degerlendirilen bilesikler arasinda B1-03, B1-04, B1-07, B2-04, B2-
07 bilesiklerin tamami inhibisyon sergilemis, ICso degerleri sirasiyla 16.72, 6.31, <5.83,
5.73,39.52 uM olarak tespit edilmistir. liging bir sekilde, B2-04 ve B2-07'nin (Sekil 2-17)
pazarlanan antifolat ilaglardan, yani trimetoprim ve pirimetamin'den daha aktif oldugu tespit

edilmistir (Bag ve digerleri, 2010; Thakkar ve digerleri, 2010).

H,CO

%} {% R

HyCO
trimetoprim pirimetamin
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Sekil 2-17 Trimetoprim, Pirimetamin ve B02-04/B02-07 bilesiklerinin yapist

2005 yilinda, Meiering ve ark. pazarlanan 1000 bilesik i¢in yuksek verimli sanal
tarama gergeklestirmistir. Hedef enzim olarak genis bir baglanma bolgesi ve konakg1 enzim
glutatyon reditktazdan farkli olmasi sebebiyle parazitik enzim tripanotion rediiktaz
secmigler guivenilir sonuglar elde etmek i¢in FlexX ve ProPose gibi iki yerlestirme yazilim1
kullanmiglardir. Bilesikleri gorsel inceleme ve sezgisel filtrelerle taramislar yaklagik 100
bilesikte iyi baglanma katsayilar ve afiniteleri elde etmislerdir. 7. cruzi'ye karst in vitro ve
in vivo biyolojik testlere tabi tutmusglar bu taramada antibakteriyel ajan klorheksidin (7), anti
tripanozomal ilag gelisimi i¢in lider bilesik olarak ortaya ¢ikmistir (Meiering ve digerleri,
2005). Klorheksidin, 7. cruzi'nin tripanothione rediktazini rekabet¢i bir sekilde Ki=2 + 1
uM oraninda inhibe ettigi bildirilmistir. Paralel sentezde kloroheksidin biguanidin ve
klorofenil gruplarimin yerdegistirilmesi veya degistirilmesiyle farkli bilesik serileri
sentezlenmistir (Meiering ve digerleri, 2005). 2006 vyilinda, Patrick ve ark
poliaminobiguanidin igeren yeni bir dizi bilesik sentezlemis ve anti-tripanozomal aktivite
igin test etmistir. /n vitro ¢alismalardan elde edilen sonuglar, poliaminobiguanidin simifina
ait bilesik 24'in (Sekil 2-18) 1Cs50 0.18 uM ile en etkili analog oldugunu gostermistir (Bi,
Lopez, Bacchi ve Woster, 2006).

0 NH, NH NH NH, ‘
H)\N)I\N/\/\H/\/\H/\/\HJI\N)\H

.2HCI
(24)

Sekil 2-18 Poliaminobiguanidin sinifina ait bilegik 24'in yapist

2013 yilinda Cabreiro ve ark., metforminin E. coli'de kiltirlenen Caenorhabditis
elegans suglarinin yaglanmasini yavaglattigini, Metforminin, E. Coli'de folat ve metiyonin
metabolizmasini bozdugunu, bunun da solucan metiyonin sentaz (metr-1) ve S-adenosil

metiyonin sentaz (SAMS-1) mutasyonuna yol ag¢tigini solucanin 6mriini uzattigini
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bildirilmiglerdir (Noori ve digerleri, 2013; Storelli, 2013). Bannister ve ark. metformin,
stlfoniliiraz monoterapisi ve diyabetik olmayan kontrollerle tedavi edilen tip 2 diyabetik
hastalarda kardiyovaskiiler olaylar ve 6ltimle iligkili bir poptilasyon ¢alismast yiritmustuir.
Metformin monoterapisi olan T2DM hastalarinin, diyabetik olmayan kontrollere gore daha
uzun yasam sonuglart sergiledigi belirtilmistir (Bannister, Holden, Morgan, Halcox ve
Schernthaner, 2014). 2017 yilinda Brazilia ve ark., geriatrik hastalarda kardiyovaskiler
olaylar, kanser, demans ve mortalite gibi yasa bagli hastaliklarda metforminin rolini
anlamak i¢cin TAME (Targeting Aging with metformin) klinik ¢alisma projesini baglatmistir.
Bu proje, yasa bagl hastaliklarda yeni tedavi yaklagimlart bulmay1 ve yeni nesil yaglanma
karsit1 ilaglarin gelistirilmesinin 6niinii agmay1 amaglamistir (Barzilai, 2017). 2020 yilinda,
metforminin yaglanma ile ilgili 6nemli faktorler tizerinde inhibitor etki tagidigi bildirilmigtir

(Kulkarni, Gubbi ve Barzilai, 2020).

Gegcis metallerine sahip ¢ok cesitli biguanidinler rapor edilmis ve bunlarin molekiler
yapilan kristalografik kanitlarla desteklenmigtir (Compounds, y.y.; Slotta ve Tschesche,
1929b) Bununla birlikte, metal-biguanidin kompleks olusumunun biyolojik rolii yakin
zamana kadar aragtinlmamigtir. Hiicre i¢i Cu yoklugunda, H4IIE karaciger hiicrelerinde
metformin aracili AMPK aktivasyonunun en az %50 oraninda azaldigi tespit edilmistir
(Logie ve digerleri, 2012). Metforminin mitokondriyal solunum zinciri etki mekanizmasinda
merkezi bir rol oynayan AMP-aktive protein kinazi (AMPK) aktive ederek hepatik enerji
durumunu azalttig bildirilmistir (Viollet ve digerleri, 2012). Logie ve ark. Metformin,
biguanidin, propandiimidamit (PDI) ve malonohidroksamamid (MHA) kargilagtirmasini
yapmis yalnizca yiiksek afiniteli psodo-aromatik Cu kompleksleri olusturabilen bilegiklerin
AMPK sinyali aktivasyonunu indiikledigini ortaya koymuslardir. Sadece biguanidinler, PDI
hari¢, mitokondriyal solunumu ve H4IIE karaciger hiicrelerinde glukoneojenik genlerin
ekspresyonunu inhibe etmis ve primer hepatositlerde hepatik glukoz tretimini baskilamas,
bu da metforminin antihiperglisemik o6zelliklerinin Cu'ya bagimli olabilecegini

distindurmustir (Logie ve digerleri, 2012).

D. Sweeney ve ark. tarafindan biguanidinler ve diger antidiyabetik ilaglarin genellikle
antimalaryal ozellikleri ile karakterize olduklarindan her iki hastaligin terapotik
mekanizmalar arasinda bazi benzerlikler olabilecegi diisintlmiistiir. Sistein proteazlar her
iki hastalikta da rol oynadigi ve endojen metaller tarafindan inhibe edilmelerinden yola ¢ikan
grup biguanidinlerin trans pozisyonda metalin mekik gibi davranabilecegi endojen metalleri

bir sistein proteazin aktif bolgesinin yakinina getirebilecegi daha sonra ayrigma ile metallerin
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serbest kalabilecegi varsayilmistir(D. Sweeney, Raymer ve Lockwood, 2003). Hem
metformin hem de fenforminin metallerin yoklugunda biguanidinlerin falcepain-2 ve
kathepsin B aktivitesini énemli ol¢iide inhibe etmedigi Zn (II) veya Fe (III) varliginda
inhibitor etkilerini en az %25-55 oraninda belirgin bir sekilde arttirdigi gosterilmigtir. En
belirgin etkiler aktif olmayan bir Cu(Il) konsantrasyonu (0.5 uM) varliginda fenformin (0.02
uM) tarafindan gézlenmistir ve bunun da % 75'lik bir proteolitik inhibisyona neden oldugu

bildirilmistir (D. Sweeney ve digerleri, 2003).

Antidiyabetik ve antisitma ozellikleri yani sira metforminin antikanser 6zelliklerinin
de Cu'ya bagimli olabilecegi bildirilmistir. 400 uM CuSO4 ile ¢esitli kanser hiicre hatlarinin
artan metformin konsantrasyonlar1 ile eszamanli tedavisi, metformin sitotoksisitesinde
onemli bir artis oldugunu ortaya koymustur (Abdelrahman ve digerleri, 2021). Bununla
birlikte, gozlenen etkilerin tek bagina Cu(Il) veya Cu(Il) ve metformin kombinasyonundan
mi kaynaklandigr agik degildir. Hiicre i¢i Cu seviyelerinin fazlaliginin hicresel Cu
homeostazinin bozulmasina, oksidatif strese ve DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir

(Babak ve Ahn, 2021; Ohui ve digerleri, 2019) .

Cu'nun antibakteriyel 6zellikleri eski uygarliklardan beri bilinmektedir (Salah, Parkin
ve Allan, 2021). Cu yiizeylerinin ve malzemelerinin, metisiline direngli S. aureus da dahil
olmak uzere bakteriyel biyofilmleri etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Bu da
hastane kaynakli enfeksiyonlarda énemli bir azalmaya neden olmustur (Salgado ve digerleri,
2013; X. Zhang ve digerleri, 2021). Cu(Ill)-metformin komplekslerinin antimikrobiyal
ajanlar olarak terapotik bir potansiyele sahip olup olmadigini anlamak amaciyla, ¢esitli
bakteri ve mantar suglarina karst genis bir Cu kompleksleri paneli test edilmis ve diger metal

merkezlerle yapisal olarak benzer komplekslerle karsilastirilmistir (Gao, 2007).

49



R
HN \ HaN r'l*‘j N N NH
H H N— — =N g cl H NH
N>’:N”"'c N1<N Ng:N"‘cu“‘N:{N HN>_N\ u"“\CL" 'C|u/ " NH
u
e o e _ T - .
N SN =NTOIN =N ci N=(
N H H NHz —N L"NJ NH2 HaoN H ¢ N—
Ay AY | /
R
94 95:R=H 97
96: R = NHj
/ N R, z cl \
—N H NHp RN j H o NH; HN -y ‘ H N—
=N__ N= B =N._ _N= . HN>=N~».. u/N:<NH
HN _N/Cu - NH |2x HN _N/Cu\N_ NH |2ci0, e ‘ =
_N H H
HN H H N HN H H N-R, | &l NH;
98: X =Cl 101: Ry =Ry = Et 104
99: X =CIO4 102 Ry =R, =Pr
100: X = OAc 103: R, = 4-Et-phenyl, R, =H
/
_ HO
? # / 2+ N}—H | :2 R
}‘@{ OH |, N —N HH2N/W N ::Cu/
_ Ty
o} N= _ J=N | NH2| o=y 0 g
Cu NH |2ClI HN Cu 2Cl N H o
E A N o Hal [0
H0” N =N ONK, Aminoacid =
H NH HQN H H N\) mingaci
OH, 2 2 107: glycine

108: L-glutamine

105 109: L-arginine

106

Sekil 2-19 Metformin ve analoglarinin Cu(Il) kompleks yapilart

Olar ve ark. daha once agiklanan sentetik prosedirlere gére mono- ve dintkleer
tetrakoordinat Cu(Il) kompleksleri 94-99 (Sekil 2-19 ) sentezlemislerdir (Badea ve digerleri,
2021; Olar, Badea, Marinescu, Chifiriuc, Bleotu, Grecu, lorgulescu ve Lazar, 2010; Olar,
Badea, Marinescu, Chifiriuc, Bleotu, Grecu, lorgulescu, Bucur, ve digerleri, 2010). 96, E.
faecalis susuna karst Ni analogundan daha gii¢lti inhibitor aktivite gostermigtir. 93-95, test
edilen kanser hiicre hatlarinda makul sitotoksisiteyi indiiklemese de, Cu(1I) kompleksleri 94-
96, HCT8 hucre hatlarinda, kanser hiicresi dongiisiine miidahale etme ve G2 / M faz
durmasina neden olma yetenekleriyle iligkili olan 6énemli apoptoz ve nekrozu indikledigi
bildirilmistir (Badea ve digerleri, 2021). 94 ve 95 ilag benzeri ozellikler gostermis, ancak
sadece 95 bagirsak emilimi, uygun kan-beyin bariyeri gegirgenligi gosterdigi bildirilmigtir
(Badea ve digerleri, 2021). Ek olarak, makrosiklik ligandlarla test edilen tim kompleksler
proteaz aktivitesini gii¢li bir sekilde inhibe etmis, daha sonra 97 ve 98 numarali bilesikler
daha once yayinlanan sentetik prosediirlere gore hazirlanmig ve hastane ortaminda farkl
yuzeylerden izole edilen 82 gram-negatif E. coli, K. pneumoniae ve E. cloacae suslarina
karst teste tabi tutmuslardir (Lemoine, Chiadmi, Bissery, Tomas ve Viossat, 1996; Olar ve

digerleri, 2008). Diniikleer kompleks 97, iki aktif metal merkezinin varligindan dolayi,
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98'den 6nemli dlgiide daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir. (Olar ve
digerleri, 2008). Bagka bir ¢aligmada, 98'in sitotoksisitesi, fare kast C2C12 hiicrelerine ve
insan karaciger karsinomu HepG2 hiicrelerine karsi test edilmis, 98'in toksisiteden yoksun
oldugu, bunun da antibakteriyel bir ajan olarak veya baska amaglar i¢in glvenle
kullanilabilecegi gosterilmistir. Sonuglar, 99'un hastane ile ilgili yluzeylerde ve protez
cihazlarinda bakteriyel biyofilm olusumunu o6nleme potansiyelini ortaya koymustur

(Villamizar-Delgado ve digerleri, 2020).
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Sekil 2-20 Metformin tipi biguanidin ligandi

Gungor ve ark. tarafindan yapisal olarak benzer Cu(Il) kompleksleri, disiyandiamide
aminlerin nukleofilik ilavesiyle Cu(Il) perklorat hekzahidrat biguanidin ligandlan
sentezlenmigtir (Sekil 2-20) (Gungor, Kocer ve Kose, 2020). X-1sin1 kirinimi ile perklorat
anyonlarin Cu(Il) merkezine koordine edilmedigini, komplekslerin dig koordinasyon
kiresinde bulundugunu dogrulamiglardir. Ek olarak, standart antibiyotikler amikasin ve
gentamisin' den daha az etkili olmalarina ragmen, 1,25 mg / mL konsantrasyonlarinda E.
coli, S. typhimurium, S. aureus ve B. cereus'a karst 6nemli antibakteriyel aktivite
gosterdigini tespit etmigler. Sentezledikleri komplekslerin DNA baglanma 6zelliklerini UV
spektroskopisi kullanilarak test etmiglerdir. Komplekslerin DNA ile etkilesimini

elektrostatik veya hidrojen baglanma yoluyla incelemislerdir (Gungor ve digerleri, 2020)].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler

2-siyanoguanidin
4-Floroanilin
4-Kloroanilin
4-Etilanilin
4-Metoksianilin
2-Kloroanilin
2-Etilanilin
o-Metoksianilin
3,4-Metoksi anilin
3-Etilanilin
Kloroform
Asetonitril
Diklorometan
Sodyum siilfat anhidrat
Silika

Etil asetat

Hekzan
Hidroklorik asit
Metanol

Etanol

N,N-Dimetilformamid (DMF)
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Aseton

C2H4N4
CsHeNF
Ce¢HsNCI
CsHuN
C7HoNO
Ce¢HsNCI
CsHuN
C7HoNO
CsHi1NO2
CsHuN
CHCIl3
CoH3N
CH2Cl»
NaxSO4
SiO2
C4Hs0»
CoHi4
HCl
CH40O
C2HeO

(CH3)NCOH

(CH3)2S0O
CsHeO

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
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3.2. Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar

FT-IR Spektroskopisi

UV-Vis Spektrofotometresi
Niikleer Magnetik Rezonans

(‘H(*C) NMR) Spektroskopisi

X-Isin1 Kirinim Spektroskopisi

Erime Noktasi Tayin Cihaz

LC/TOF-MS Kiitle Analiz

Costech ECS 4010 Elementel
Analiz Cihaz1

Perkin Elmer Spectrum 400, KSU, Kimya.

Hitachi U3900H Spectrophotometer, KSU, Kimya

Bruker AVANCE III 400 Mhz, Giresun Universitesi,
GRUMLAB
Agilent  Supernova  Difraktometre, = Giresun

Universitesi, GRUMLAB

Elektrothermal LTD 9200, KSU, Kimya.

Gebze Universitesi

Giresun Universitesi

3.3. Metot

3.3.1. A01-A09 bilesiklerinin sentezi

100 mL’lik cam balona 2-siyanoguanidin (1,1 mmol) ve amin (1 mmol) tirevi bilesikleri

tartilarak ilave edildi, igerisine 0.5 mL %37’lik HCI ve 10 mL nButOH ilave edilerek karigim

90-100 °C da yaklagik 18 saat refliiks edildi. Coken triin vakumla siiziildii. Siizilen Giriin soguk

su ve 2-propanol ile yikandi. Sentez semast Sekil 3.1°de verilmigtir.

NH,
an. B
2
Yy T
NH
R

H

H,N_ _N_ _N
%37 HCI, nButo% \n/ Y H
90 oC N H NHZ R

AO01=R: 2-C2H5 A02=R: 3-C2H5
A03=R: 4-C,H;  A04=R:2-OCH,
A05=R: 4-OCH;  A06=R: 3,4-OCH,
A07=R: 2-Cl A08=R: 4-Cl
A09=R: 4-F

Sekil 3-1 A01-A09 Bilesiklerin sentez mekanizmast

A01: CioHisNs*HCI: MA: 241,77 g/mol Verim: %76,7 Renk: Beyaz Elemental analiz
Hesaplanan (C1oH15Ns*HCI): % C 49.69; %H 6.67; %N 28.97. Bulunan: % C 49.55; %H 6.53;
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%N 28.74. FT-IR (ATR, cm™): 3296, 3178, 2972, 1634, 1555, 1525, 1481, 1380, 1256, 1185,
1050, 869, 736, 613 cm™. 'H (d-DMSO, ppm): & 9.20 (1H, s, NH), 7.29 (1H, s, Ar-H), 7.21
(3H, d, Ar-H), 7.16 (1H, d, NH), 7.13 (4H, d, NH>), 2.62 (2H, dd, CH>), 1.13 (3H, t, CH3)."3C
(d6-DMSO, ppm) :6 161,16 (N-C-N), 157,63 (N-C-N), 138,62 (N-Ar-C), 135,92 (Ar-C), 129,02
(Ar-C), 127,05 (Ar-C), 126,45 (Ar-C), 126,20 (Ar-C), 24,33 (-CHz-), 14,95 (-CHa).

A02: CioHisNs*HCl: MA: 241,77 g/mol Verim: %44,3 Renk: Beyaz Elemental analiz
Hesaplanan (C10HisNs*HCI): % C 49.69; %H 6.67; %N 28.97 Bulunan: % C 49.61; %H 6.49;
%N 28.63 FT-IR (ATR, cm™): 3456, 3373, 3302, 3195, 2966, 1648, 1633, 1602, 1525, 1445,
1374, 1325, 1264, 1190, 1164, 1102, 1048, 879, 790, 733, 633, 498 cm™'. 'H (d6-DMSO, ppm):
8 9.85 (1H, s, NH), 7.40 ( 4H, s, NH»), 7.28 (3H, dd, Ar-H), 7.20 (2H, s, NH2), 6.99 ( 1H, d,
Ar-H), 2.65 (2H, dd, -CHa-), 1.25 (3H, t, -CH3),"*C (ds-DMSO, ppm) §161,48 (N-C-N), 155,85
(N-C-N), 144,68 (N-Ar-C), 139,05 (Ar-C), 128,99 (Ar-C), 123,32 (Ar-C), 120,65 (Ar-C),
118,85 (Ar-C), 28,64 (-CHz-), 16,04 (-CHa).

A03: CioHisNs'HCl; MA: 241,77 g/mol Verim: %68 Renk: Beyaz Elemental analiz
Hesaplanan (CioH15sNs*HCI): % C 49.69; %H 6.67; %N 28.97 Bulunan: % C 49.58; %H 6.56;
%N 28.84 FT-IR (ATR, cm™):3301, 3183, 2973, 1626, 1599, 1557, 1528, 1505, 1487, 1378,
1258, 1193, 1055, 862, 824, 737, 613, 538, 488 cm™'. 'H (d-DMSO, ppm): § 9.70 (1H, s, NH),
7.26 (4H, d, NH»), 7.23 (1H, s, NH ), 7.12 (2H, d, , Ar-H), 7.07 (2H, s, , Ar-H ), 2.58 — 2.52
(2H, m,-CH»-), 1.14 (3H, t,-CH3 ), '3C (d6-DMSO, ppm) & 161.03 (N-C-N), 155.57 (N-C-N),
138.98 (Ar-C) , 136.18 (Ar-C), 127.90 (Ar-C), 121.31(Ar-C), 27.60(-CH>-), 15.80 (-CHa).

A04: CoHisNsO°HCl: MA:243,74 g/mol Verim: %359 Renk: Beyaz Elemental Analiz
Hesaplanan (CoH13NsO-HCI): %C 44.36; %H 5.79; %N 28.74; %0 6.57 Bulunan:%C 44.18;
%H 5.62; %N 28.49 FT-IR (ATR,cm™): 3340, 3299, 3184, 2961, 1634, 1562, 1481, 1382, 1269,
1226, 1114, 1051, 1022, 932, 871, 751, 734, 604, 501 cm™'. 'H (de-DMSO, ppm):  8.60 (1H,
s, NH), 7.68 (1H, d, NH), 7.30 (4H, s, NH), 7.14 (2H, s, Ar-H), 7.05 (2H, d, Ar-H ), 6.89 (1H,
s, NH), 3.83 (3H, s, -OCH3), 3C (ds-DMSO, ppm) § 161.65 (N-C-N), 155,93 (N-C-N), 150,72
(Ar-C-0-), 127,36 (Ar-C), 124,99 (Ar-C), 123,58 (Ar-C), 120,57 (Ar-C), 111,64 (Ar-C), 56,17
(O-CH3).
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A05: CoH13NsO°*HCl: MA:243,74 g/mol Verim: %60,8 Renk: Beyaz Elemental Analiz
Hesaplanan (CoH13NsO-HCI): %C 44.36; %H 5.79; %N 28.74; %0 6.57 Bulunan: %C 44.23;
%H 5.63; %N 28.68 FT-IR (ATR, cm™): 3302, 3133, 2972, 1607, 1530, 1487, 1418, 1377,
1295, 1247, 1193, 1168, 1053, 1033, 826, 610 cm™’. 1H (d6-DMSO, ppm): & 9.55 (1H, s, NH),
7.23 (3H, d, NH2 ve NH), 7.19 (3H, s, NH2 ve NH), 7.02 (2H, s, Ar-H), 6.88 (2H, s, Ar-H), 3.71
(3H, s, -OCH3), 1*C (d6-DMSO, ppm) & 161.33 (N-C-N), 156.43 (N-C-N), 156.27 (Ar-C-O-),
131.72 (Ar-C), 123.77 (Ar-C), 114.33 (Ar-C), 55.93 (O-CH3)

A06: Ci10H15NsO2:HCI: MA: 273,76 g/mol Verim: %69,1 Renk: Pembe Elemental Analiz
Hesaplanan (CioH1sN5O02:HCl): %C 43.88; %H 5.89; %N 25.59; %0 11.69 Bulunan: %C
43.72; %H 5.69; %N 25.37 FT-IR (ATR, cm™): 3298, 3193, 2958, 1627, 1531, 1483, 1377,
1242, 1201, 1155, 1021, 857, 830, 754, 726,499 cm-1. 'H (d6-DMSO, ppm): § 9.64 (1H, s,
NH), 7.22 (4H, s, NH), 7.08 (2H, s, Ar-H), 7.03 (d, 1H, Ar-H), 6.89 (1H, d, NH), 6.81 (1H,
dd, NH), 3.72 (6H, d, -OCHj3 ), *C (d-DMSO, ppm): & 161.11 (N-C-N), 156.46 (N-C-N),
148.97 (Ar-C-0-), 145.91 (Ar-C-0O-) 132.04 (Ar-C), 114.27 (Ar-C), 112.34 (Ar-C), 107.40 (Ar-
©), 56.18 (O-CH3), 55.91(0-CHa).

A07: CsH1oNsCl* HCI: MA: 248,15 g/mol Verim: %44,6 Renk: Beyaz Elemental Analiz
Hesaplanan (CsHi1oNsCl- HCI): %C 38.73; %H 4.47; %N 28.23 Bulunan: %C 38.65; %H 4.24;
%N 28.15 FT-IR (ATR, cm™):3340, 3307, 3191, 3127, 2967, 1632, 1598, 1562, 1525, 1477,
1387, 1286, 1248, 1191, 1067, 874, 741, 724, 624, 513 cm™’. 'H (ds-DMSO, ppm): 6 9.01 (1H,
s, NH), 7.64 (1H, d, NH), 7.46 (1H, d, Ar-H), 7.36 (2H, s, NH>), 7.29 (3H, Ar-H), 7.15 (1H, t,
NH) 3C (d6-DMSO, ppm) §161.57 (N-C-N), 155.60 (N-C-N), 135.06 (N-Ar-C-C), 129.38 (Ar-
C), 127.29 (Ar-C), 126.76 (Ar-C), 126,62 (Ar-C), 125.97 (Ar-C).

A08: CsH1oNsCI'HCI: MA: 248,15 g/mol Verim: %66,3. Renk: Beyaz Elemental Analiz
Hesaplanan (CsH1oNsCI-HCI): %C 38.73; %H 4.47; %N 28.23 Bulunan: %C 38.59; %H 4.32;
%N 28.17 FT-IR (ATR, cm™): 3302, 3130, 2975, 1655, 1636, 1606, 1562, 1525, 1486, 1408,
1377, 1274, 1258, 1194, 1089, 1057, 1013, 859, 819, 727, 619, 531, 464 cm™’. 'H (de-DMSO,
ppm): § 9.96 (1H, s, NH), 7.40 (6H, NH: ve Ar-H), 7.34 (2H, d, NH>), 7.11 (2H, s, NH>),'3C
(de-DMSO, ppm) 8161.85 (N-C-N), 155.30 (N-C-N), 138,28 (N-Ar-C), 128,94 (Ar-C), 127.29
(Ar-C), 122,57 (Ar-C).
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A09: CsH1oFNs*HCl; MA: 294,7 g/mol Verim: %65 Renk: A¢ik pembe Elemental Analiz
Hesaplanan (CsH1oFNs-HCI): %C 41.48; %H 4.79; %N 30.23 Bulunan: %C 41.17; %H 4.61;
%N 30.08 FT-IR (ATR, cm™):3696, 3296, 3161, 1640, 1562, 1525, 1506, 1481, 1417, 1376,
1218, 1157, 1100, 1012, 923, 865, 830, 772, 746, 709, 606, 577, 527, 484 cm™. 'H (ds-DMSO,
ppm): & 9.79 (1H, s, NH), 7.39 — 7.30 (5H, m, NH»), 7.14 (2H, t, Ar-H), 7.08 (2H, s, Ar-H),
6.69 (1H, s, NH),'*C (ds-DMSO, ppm) & 163.39 (N-C-N), 161.74 (N-C-N), 159.96 (Ar-C),
157.57 (Ar-C), 155.81 (Ar-C), 135.45 (Ar-C), 135.43 (Ar-C), 123.40 (Ar-C), 123.32.

3.3.2. A10-A13 bilesiklerinin sentezi

“ N
~ N
Ty O O NJ\NH
NH, I
11
N
N-(4,6-dimetilprimidin-2-yl)siyanamid

Sekil 3-2 N-(4,6-dimetilprimidin-2-yl)siyanamid bilesiginin sentez reaksiyonu

Asetilaseton (0,15 mol,15,38 mL), siyanoguanidin (0,1 mol, 8,4 g.) ve 4,2 mL sodyum
hidroksit (2M) karigimi, 35 mL saf su igerisinde 8 saat reflitkks yapildi. Karigim gece boyunca
sogumaya birakildi ve c¢okelti stiziilerek toplandi, saf su ile yikandi, kurutuldu N-(4,6-
dimetilprimidin-2-yl)siyanamid beyaz kati olarak elde edildi. Sentez semast Sekil 3.2 de

verilmigtir.

R
H
N N N
Z” °N N N
/i\J\ i ) U \'l‘lzz\@\
N NH R

NH,
Il

A10=R:4-F,  A12=R:2-OCH,
Al1=R: 4-C,Hs, A13=R: 3,4-OCHj,

Sekil 3-3 A10-A13 Bilegiklerinin Sentez Semasi

N-(4,6-dimetilpirimidin-2-yl)siyanamid bilesigi susuz etanol (20 mL) i¢inde 10 dk
karistirildt ve (1:1) oraninda amin hidroklorir ilave edilerek 24 saat refliiks yapildi. Refliks

sonunda sogumaya birakildi, soguyan maddeye 10 mL su ilave edilerek, 0,5 N NaOH ile pH 8-
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9'a ayarlandi. Karigim, CH2Cl; ile 3 kez yikandi ve organik fazlar birlestirildi susuz Na>SOsile
kurutuldu ve buharlastirilarak kati iiriin (A11-A14) elde edildi.

N-(4,6-dimetilprimidin-2-yl)siyanamid: C;HsN4; MA: 148,17 g/mol Verim: %57 Renk: Beyaz
Elemental Analiz Hesaplanan (C7HsgN4): %C 56.74; %H 5.44; %N 37.81 Bulunan: %C 56.52;
%H 5.39; %N 37.65 FT-IR (ATR, cm™): 3382, 3318, 3178, 2733, 2156, 1633, 1600, 1567,
1506, 1417, 1361, 1310, 1185, 1081, 1024, 987, 911, 852, 768, 747, 580, 494 cm™’. 'H (ds-
DMSO, ppm): & 6,64 (1H, s, CHazin), 6,59 (2H, s, NH), 2.31 (6H, s, -CH3), 1*C (ds-DMSO,
ppm) 6 163.26 (N-C-N), 160.74 (N-C-N), 118.90 (Cazin), 116.48 (Cazn), 110.05 (Cazn), 22.31(-
CH3)

A10: Ci3H14FNs ; MA: 259,29 g/mol Verim: %54 Renk: Acgik kahve Elemental Analiz
Hesaplanan (C13H14FN5s): %C 60.22; %H 5.44; %N 27.01 Bulunan: %C 60.11; %H 5.39; %N
26,95 FT-IR (ATR, cm™):3230, 3098, 2988, 1640, 1582, 1493, 1404, 1372, 1335, 1248, 1208,
1151, 992, 855, 828, 804, 722, 620, 581, 556, 508, 481 cm™!. 'H (ds-DMSO, ppm):5 7.46 (2H,
s, Ar-H ), 7.11 (2H, t, Ar-H), 6.66 (1H, s,-CHazin), 2.30 (6H, s,-CH3 ), 1*C (d-DMSO, ppm) &
166.92(N-C-N), 163.99(N-C-N ), 159.15 (-Cazin), 156.78 (-Cazin),153.65 (Ar-C), 138.88 (Ar-
C), 122.94 (Ar-C), 122.86 (Ar-C), 115.75 (Ar-C), 115.53 (Ar-C), Cazin 112.32 () , 23.95(-CH3).

All: CisHi9Ns ; MA: 269,35 g/mol Verim: %68 Renk: Ag¢ik kahve Elemental Analiz
Hesaplanan (Ci5Hi9Ns): %C 66.89; %H 7.11; %N 26.00 Bulunan: %C 66.83; %H 7.02; %N
25,83 FT-IR (ATR, cm™): 3302, 3183, 2972, 1626, 1599, 1528, 1508, 1484, 1377, 1336, 1259,
1190, 1056, 924, 861, 824, 737, 615, 487 cm™'. 'H (ds-DMSO, ppm): §7.37 (2H, d, Ar-H ), 7.12
(2H, d, Ar-H), 6.64 (1H, s,-CHazin), 2.58 —2.52 (2H, m, -CH>»), 2.29 (6H, s, -CH3 ), 1.17 (3H, t,
,-CH3 )alifatik. *C (de-DMSO, ppm) & 166.79 (N-C-N), 164.41 (N-C-N), 154.06 (-Cazin), 139.29(-
Cazin), 137.87 (Ar-C), 128.42 (Ar-C), 121.44 (Ar-C), 112.09 (Cazin), 28.05 (-CH>), 23.99 (-CH3),
16.29 (CHs).

A12: C14H17N50: MA:271,32 g/mol Verim: %60,8 Renk: A¢ik pembe Elemental Analiz
Hesaplanan (C14H17N50): %C 61.98; %H 6.32; %N 25.81 Bulunan: %C 61.92; %H 6.17; %N
25.73 FT-IR (ATR, cm™): 2981, 1643, 1615, 1596, 1539, 1495, 1434, 1343, 1255, 1233, 1179,
1126, 1023, 935, 856, 787, 755, 640, 556 cm™’. 'H (de-DMSO, ppm): § 7.52 (2H, d, Ar-H), 7.37
—-7.33 (1H, d,Ar-H)), 7.24 (1H, s, Ar-H), 7.19 (1H, d, CHazn), 3.98 (3H, s, -OCH3), 2.56 (6H,
s, -CH3), 3C (d6-DMSO, ppm) & 168.63 (N-C-N), 156.98 (N-C-N), 154.06 (-Cazin), 154.03 (-
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Cazin), 129.74 (Ar-C), 127.22 (Ar-C), 122.30 (Ar-C), 121.43 (Ar-C), 116.45 (Ar-C), 113.09
(Cazin), 56.35 (-OCH3), 23.77 (-CH).

A13: CisH19N502: MA: 301,35 g/mol Verim: %69,1 Renk: mor Elemental Analiz Hesaplanan
(C15sH19N502): %C 53.33; %H 5.97; %N 20.73 Bulunan: %C 53.24; %H 5.92; %N 20.66 FT-
IR (ATR, cm™): 3407, 2950, 2923, 2829, 1659, 1618, 1574, 1510, 1423, 1332, 1229, 1130,
1070, 1027, 965, 807, 784, 760 cm™'. 'H (d-DMSO, ppm): & 7.11 (1H, s, Ar-H), 7.01 (2H, s,
Ar-H), 6.75 (1H, s, CHazin), 3.85 (6H, d, -OCH3), 2.41 (6H, s, -CH3). '*C (d¢-DMSO, ppm): &
166.77(-Cazin), 149.26 (N-C-N), 144.83(N-C-N), 113.76 (Ar-C), 112.88 (Ar-C), 111.88 (Ar-C),
107.17 (Cazin), 56.27(-OCH3), 55.81 (-OCH3), 24.02 (-CHzs), 24.00 (-CH3).

3.3.3. A14-A16 bilesiklerinin sentezi

C
R
NaOH
NH2 (0} (MeOH) )\ )\
Al4=R: 4-C,H;
A15=R: 3,4-OCH;
Al16=R: 4-Cl

Sekil 3-4 A15-A17 bilesiklerinin sentez semasi

Fenil biguanidin tuzu 2 mmol tartild1 1:1 oraninda grantl NaOH ilave edilerek susuz
metanolde (15 mL) 15 dk karigtirildi ve 1,2 ekivalent 1,1,1-trifloropentan-2,4-dion susuz
metanolde (10 mL) ¢oziillerek damla damla ilave edilerek 24 saat refliikks yapildi. Soguduktan
sonra 10 mL saf su eklendi karigitm, CH>Cl; ile 3 kez yikandi ve organik fazlar birlestirildi,

susuz NaxSOgile kurutuldu ve buharlastirilarak kati tiriin diazin guanidin elde edildi.

A14: CisHi16F3Ns; MA: 323,32 g/mol Verim: %54 Renk: Beyaz Elemental Analiz Hesaplanan
(C1sHi16F3N5s): %C 55.72; %H 4.99; %N 21.66 Bulunan: %C 55.64; %H 4.84; %N 21.61 FT-IR
(ATR, cm™): 3302, 2967, 1627, 1575, 1503, 1423, 1360, 1292, 1237, 1180, 1137, 982, 883,
829, 804, 706, 555 cm™. 'H (de-DMSO, ppm): & 7.42 (1H, s, Ar-H ), 7.40 (1H, s, Ar-H), 7.18
(2H, s, Ar-H), 7.16 (1H, s, CHazin), 2.57 (2H, q, -CH>), 2.47 (3H, s, (-CH3)azin), 1.17 (3H, t, -
CH3)aifutik , °C (d6-DMSO, ppm) & 170.84 (N-C-N), 165.34 (N-C-N), 155.94 (-Cazin), 154.84,
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154.69, 154.50 (-CFazin), 139.19 (Ar-C), 136.87 (Ar-C), 128.52 (Ar-C), 122.65 (Ar-C), 122.11
(Ar-C), 119.91(Ar-C), 107.50 (Cazin), 28.06(-CHa)aiitatik, 24.51(-CHz)azin, 16.19 (<CH3 alifuti.

A15:Ci15Hi16F3Ns02; MA: 355,32 g/mol Verim: %51 Renk: Beyaz FElemental Analiz
Hesaplanan (Ci5H16F3Ns502): %C 50.70; %H 4.54; %N 19.71 Bulunan: %C 50.63; %H 4.48;
%N 19.64 FT-IR (ATR, cm™):3302, 2967, 1627, 1575, 1503, 1423, 1360, 1292, 1237, 1180,
1137, 982, 883, 829, 804, 706, 555 cm™’. 'H (ds-DMSO, ppm): § 9.03 (1H, s, NH), 7.72 (2H, s,
Ar-H),7.12-7.07 (1H, s, Ar-H), 7.00 (1H, dd, Ar-H), 6.92 (1H, s, CHazin), 3.75 (3H, s, -OCH3),
3.74 3H, s, -OCH3), 2.45 (3H, s, -CH3). 13C (ds-DMSO, ppm) & 170.45 (N-C-N), 166.03 (N-
C-N), 156.55, 154.48, 149.18 (-Cazin), 132.61 (-Cazin), 122.70 (Ar-C), 119.96 (Ar-C), 114.68
(Ar-C), 112.60 (Ar-C), 107.75 (Cazin), 56.14(-OCH3), 55.80(-OCH3), 24.52 (-CH3)azin.

A16: Ci3HuCIF3Ns; MA: 329,71 g/mol Verim: %43 Renk: Beyaz Elemental Analiz
Hesaplanan (C13H11CIF3N5s): %C 47.36; %H 3.36; %N 21.24 Bulunan: %C 47.13; %H 3.09;
%N 21.15 FT-IR (ATR, cm™): 3357, 3269, 3093, 2983, 1624, 1593, 1509, 1487, 1423, 1382,
1287, 1237,1180, 1139, 1010, 981, 900, 885, 819, 803, 710, 699, 542, 504 cm™'. 'H (ds-DMSO,
ppm):6 7,63 (2H, d, Ar-H ), 7.45-7.28 (2H, m, Ar-H), 7.19 (1H, s, CH)azin, 2.48 (3H, s, -
CH3)azin, , *C (d-DMSO, ppm) & 170.87 (N-C-N), 165.82 (N-C-N), 155.44 , 154.84 , 154.50
(-Cazin), 139.31 (-Cazin), 128.96 (Ar-C), 122.67 (Ar-C), 122.44 (Ar-C), 119.93(Ar-C), 107.64(-
Cazin), 24.54(-CH3)azin,
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3.3.4. A17-A25 Biguanidin Cu(Il) komplekslerinin sentezi

H
HZN\n/N\\ +  Cu(Cl0,),.6H,0 +
NN
NH

CH,CN NH,

H H

H,N N N
T
HN_ NH

R
N NH
A,

N N NH,

H H

A17=R:2-C,Hs  Al18=R: 4-C,H;

A19=R: 2-OCH;  A20=R: 4-OCH,

A21=R: 3,4-OCH; A22=R:4-Cl

A23=R: 2-CI A24=R: 4-F
A25=R: 4-NO,

Sekil 3-5 Biguanidin metal kompleksleri sentezi

Distyanamid (0,5 g, 6 mmol) ve Cu(ClO4).6H20 (1,1 g, 3 mmol) asetonitril (15 mL)
icinde ¢ozildi. Yesil renkli soliisyon 30 dakika karigtirildi ve (6 mmol) amin asetonitril (10
mL) i¢inde ¢ozillerek damla damla ilave edildi. Amin bilesiginin eklenmesiyle ¢ozeltinin rengi

degisti. Reaksiyon 24 saat refliiks sonrast oda sicakligina sogutuldu, su ile yikandi ve kurumaya

birakaldi.

A17:[Cu(L)2] -(ClO4)2; MA:668,93 g/mol Verim: %44 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L')2] -(ClO4)2): %C 35.80; %H 4.21%N, 20.88 Bulunan: %C 35.64; %H
4.07%N, 20.63 FT-IR (ATR, cm™): 3439, 3345, 3230, 2967, 2928, 2873, 1659, 1487, 1248,
1190, 1056, 927, 755, 619 cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 471,18, Bulunan: 474.855

{[CuLha]}".

A18:[Cu(L?)2]-(Cl04)2 ; MA: 668,93 g/mol Verim: %68 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L')2] -(C104)2): %C 35.80; %H 4.21%N, 20.88 Bulunan: %C 35.57; %H 4.13
%N, 20.53 FT-IR (ATR, cm™): 3461, 3362, 3339, 3247, 2969, 2934, 2873, 1645, 1583, 1531,
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1503, 1454, 1415, 1366, 1252, 1223, 1090, 1048, 984, 932, 840, 751, 723, 662, 623, 568, 503
cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 470.04, Bulunan: 472.114 [Cu(L?),+2 H]".

A19:[Cu(L3)2](Cl04)2 3 MA:672,88 g/mol Verim: %60,8 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L*)2]-(C104)2): %C 46.47; %H 5.54; %N 28.53 Bulunan: %C 46.19; %H 5.35;
%N 28.42 FT-IR (ATR,cm™):3456, 3335, 1667, 1596, 1496, 1462, 1243, 1163, 1085, 1042,
1015, 930, 748, 621, 471 cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 769.10 , Bulunan: 769.405
{[Cu(L?)2]-(C104), 2C,HsOH} "

A20:[Cu(L*2](Cl04)2; MA:672,88 g/mol Verim:%56 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L*)2]-(C104)2): %C 46.47; %H 5.54; %N 28.53 Bulunan: %C 46.32; %H 5.38;
%N 28.42 FT-IR (ATR,cm™): 3460, 3362, 3336, 2961, 2923, 2901, 2835, 1646, 1588, 1552,
1539, 1506, 1462, 1366, 1300, 1242, 1166, 1083, 1056, 1026, 982, 930, 861, 831, 757, 730,
653, 524 cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 477.15, Bulunan: 476.357 {[Cu(L*)2]-H }*.

A21:[Cu(L5)2]-(Cl04)2; MA: 732,93 g/mol Verim:%48Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L°)2]-(ClOa4)2): %C 44.81; %H 5.27; %N, 26.13 Bulunan:%C 44.75; %H 5.14;
%N, 26.02 FT-IR (ATR, cm™): 3334, 3208, 2934, 2835, 1591, 1495, 1231, 1076, 1015, 617
cm™!. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 553.16, Bulunan: 557.319 {[Cu(L%).] + H.0]}".

A22:[Cu(L%)2]-(Cl04)2 3 MA: 681,71 g/mol Verim: %66,3 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L%),]-(Cl1O4)): %C 39.64; %H 3.74; %N, 28.89 Bulunan: %C 39.52; %H
3.52; %N, 28.53 FT-IR (ATR, cm™): 3364, 3362, 3335, 2989, 2906, 1646, 1589, 1550, 1538,
1487, 1403, 1366, 1273, 1252, 1220, 1088, 1042, 1012, 982, 930, 861, 824, 764, 721, 623, 501
cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 727.97, Bulunan:727.596 {Cu(L®),-(C104)] C2HsOH};
Hesaplanan: 485.04, Bulunan: 485.886 {[Cu(L®)]}"; Hesaplanan:211.06, Bulunan: 211.806
(Lo +H]}*

A23:[Cu(L7)2]*(Cl04)2; MA: 681,71 g/mol Verim:%45 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L’)2]:(ClO4)2): %C 39.64; %H 3.74; %N, 28.89 Bulunan: %C 39.52; %H
3.65; %N, 28.73 FT-IR (ATR, cm™): 3302, 3186, 3124, 2967, 1629, 1597, 1561, 1525, 1477,
1388, 1286, 1245, 1190, 1066, 874, 741, 723, 617, 515 cm™'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan:
528.07, Bulunan: 528.37 {[Cu(L%), C>HsOH]}*; Hesaplanan :567.04, Bulunan: 567,248
{[Cu(L7),]+(C,Hs0H) + K]} *
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A24:[Cu(L8)2]-(C104)2; MA:648,81 g/mol Verim: %54 Renk: Mor Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L?)2]-(C104)2): %C 29.53; %H 2.79; N, 21.52 Bulunan: %C 29.45; %H 2.47;
N, 21.41 FT-IR (ATR, cm™): 3462, 3364, 3329, 3115, 1659, 1645, 1555, 1530, 1505, 1412,
1366, 1286, 1210, 1149, 1090, 1050, 1012, 984, 930, 869, 836, 801, 779, 721, 624, 502, 474
cm™. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan: 611.06, Bulunan:
{[Cu(L8)2]-(Cl04)(C2H50H)(H20)+H]} +.

A25: [Cu(L?)2]-(C104)2; MA: 702,87g/mol Verim: %52,4 Renk: Kahverengi Elemental Analiz
Hesaplanan ([Cu(L?)2]-(C104)2): %C, 37.98; %H, 3.59; N, 33.22 Bulunan: %C, 37.84; %H,
3.47; N, 33.19 FT-IR (ATR, cm™): 3468, 3360, 3296, 3247, 3082, 2978, 2901, 1672, 1613,
1548, 1495, 1417, 1377, 1336, 1305, 1248, 1207, 1182, 1127, 1089, 1075, 1051, 921, 858, 820,
744, 699, 685, 618 cm’'. MALDI-TOF (m/z) Hesaplanan : 593.07, Bulunan: 589.184
{[Cu(L%),].2C2HsOH+4 H]}".

3.3.5. X-ismi Kirmnimi Yontemi ile Yapilarin Aydinlatilmasi

A06, AO7 ve All bilesiklerin kat1 halde molekiiler yapilart tek kristal X-1g1n1 kirinim
yolu ile belirlenmigtir. X-1g1n1 kristalografik yansima verileri Agilent Supernova difraktometre
(Mo-Ka 1s1mast A = 0.71073A) kullanilarak ortam sicakliginda (293 K) toplanmistir. Veriler
Olex2 (Dolomanov, Bourhis, Gildea, Howard ve Puschmann, 2009) programi kullanilarak
dizenlenmigstir. Yapt ¢oziimlemesinde SHELXT(Sheldrick ve IUCr, 2015a), yapt arttiminda
ise SHELXL (Sheldrick ve IUCr, 2015b) programt kullanmilmistir. Yapilar direkt metot
kullanilarak ve artim F”islemi iizerinden tim yansimalar toplanarak yapilmistir. Karbon
atomlarina bagli hidrojen atomlart binme modeli kullanilarak hesaplanan pozisyonlara

yerlestirilmig ve sicaklik faktori ile artilmigtir.

3.3.6. AChE ve BChE inhibisyon calismalari

Biguanidin tirevleri olan A1-A26 maddeleri, Ellman Yoéntemi kullanilarak kolinerjik
enzimler (AChE ve BuChE) tizerindeki inhibisyon aktiviteleri belirlendi (Ellman, Courtney,
Andres ve Featherstone, 1961). Enzim solisyonu 0.22 units/mL, donepezil, galantamin ve
A01-A26 bilesikleri 1x10*-1x10"M konsantrasyonlarda calisildi. Standart inhibitor olarak
donepezil ve galantamin, A1-A26 bilegikleri (2:8) DMSO:Su kangiminda ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Her bir kuyucuga (96 well-late) 140 puL posfat tamponu (pH: 7,4), tizerine farkl
konsantrasyonlarda A1-A26 (20 uL) ve AChE ya da BChE (20 uL/well) ilave edilip 25°C de
10 dk inkibe edildi. Kromatografik reaktif olan DTNB [5,5-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit)]
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(3mM, 20 uL/well) ve substratlar asetiltiyokolin iyot (ATCI) (3mM, 20 pL/well) ya da
butriltiokolin iyot (BTCI) (3mM, 20 puL/well) enzim-inhibitor karigimina eklenerek sart anyon
olusumu sonrasinda 412 nm'de 6lgtim alindi. Kontrol olarak bilesikler olmadan enzimin 6zdes
bir ¢ozeltisi hazirlanarak belirlendi. Kontrol ve inhibitér okumalar bos okuma ile duzeltildi.
Tuam islemler ti¢ kez tekrar edildi. Substratin (asetilkolin ya da butirilkolin) pargalanmasini %50
(ICsp) 1inhibe eden numunelerin konsantrasyonlari, inhibisyon vyiizdesi ile numune
konsantrasyonu arasinda dogrusal regresyon analizi Excel programi kullanilarak tespit

edilmistir.

3.3.7. Antimikrobiyal aktivite
3.3.7.1. Suslarin Hazirlanmasi ve Ekimi

Bu c¢alismada mikroorganizma olarak; gram pozitif: Staphylococcus aureus Rosenbach
ATCC-6538, Bacillus subtilis Ehrenberg ATCC-14028, Bacillus cereus ATCC 7064, gram
negatif: Escherichia coli ATCC-8739, Salmonella typhimurium suglari, Muller Hilton Broth
(MHBY a ve Candida albicans ATCC-90028 maya susu Malt Ekstrakt Broth (MEB) agilanarak
37+1 °C’de 18 saat inkuibe edilerek aktivasyonu saglandi. Antimikrobiyal aktivite i¢in besiyeri
olarak bakteriler i¢gin Miller Hilton Agar (MHA), maya susu i¢in Malt Ekstrakt Agar (MEA)
kullanildi. Steril olarak hazirlanan petri kutularina suglar, 0.5 McFarland standardi ile
standardize edilerek asilandi ve suglar 37+1 °C’de 1 saat inkiibe edildi (Institute,
2012)(Balouiri, Sadiki ve Ibnsouda, 2016). Kontrol i¢in DMSO igeren disk ve Amikasin (AK:
30 ug) ve Gentamisin (CN: 10 ug) kullanildi.

3.3.7.2. Disklerin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Sentezlenen bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi Kirby-Bauer Disk Difiizyon Y &ntemi
kullanilarak tespit edildi (Bauer, 1966; Murray, Baron, Jorgensen, Landry ve Pfaller, 2007).
Sentezlenen bilegiklerden 12,50 mg/mL olacak sekilde %10’ luk DMSO ile ¢ozilerek 6 mm
capindaki bos steril whatman kagitlarindan (Schleicher & Schiil No: 2668, Germany) yapilmis
disklere 25 pL konsantrasyonunda emdirildi. MHAa bakteri ve MEA’a maya suglarinin ekimi
yapilmis kiiltiirleri iizerine hazirlanan diskler yerlestirildi. Inhibisyon zonlarinin belirlenmesi
igin 18-2442 saat siire ile 37£1 °C de inkiibe edildi (Institute, 2012)(Welsh, 2019)(Balouiri ve

digerleri, 2016). Caligsma ug tekrarli olarak yapilarak ortalama degerleri verilmistir.

63



3.3.7.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Sentezlenen bilesiklerin MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in 12,5 mg/mL, 1,25 mg/mL ve
0,125 mg/mL olacak sekilde %10 DMSO ile ¢ozilerek gram pozitif ve gram negatif bakteri

suslarina gosterdigi minimum etki degerleri (MIC) belirlenmigtir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez ¢aligmasi1 kapsaminda ti¢ farkli tiir biguanidin bilegikleri sentezlenmistir. Sentezlenen
ti¢ farl1 tiir biguanidin tiirevleri sirasiyla biguanid hidroklorir tuzlar, diazin-biguanid bilesikleri

ve biguanid Cu(Il) kompleksleridir.

Sentezlenen tim bilesiklerin yapilart spektroskopik ve analitik yontemlerle karakterize

edilmistir.
H H
H,N__N HCI H,N N N
AN R—NH, \n/ X R
N —>
NH nBuOH 1_'\_IH2 NH,

R A01-A09

Sekil 4-1 Biguanidin bilesiklerinin (A01-A09) sentezi

Fenil biguanidin tuzlar asidik ortamda siyanoguanidin ve amin bilesiklerinin n-butOH’li
ortamda reflitkks yontemi ile elde edilmistir (Sekil 4-1). Diazin-biguanidin bilesikleri i¢in iki
basamakl1 yontem kullanilmistir. Ilk basamakta; asetil aseton ile siyanoguanidin bazik ortamda
reaksiyona sokularak pirimidin tagtyan siyanamid N-(4,6-dimetilprimidin-2-yl)siyanamid elde
edilmis, ikinci basamakta birinci basamakta elde edilen pirimidin tagiyan siyanamid ile amin

tuzlarinin susuz etanol i¢inde reflitkks sonucunda diazin bilesigi sentezlenmistir (Sekil 4-2).
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@b@@

R Al10-A13

Sekil 4-2 A10-A13 bilesikleri sentez semasi

1,1,1-trifloropentan-2,4-dion reaksiyonu yine iki basamakli olup ilk basamakta fenil
biguanidin tuzu (ligand) elde edilmis ve NaOH ile notr ortam saglanarak metanol igerisinde

reflitks yapilmigtir (Sekil 4-3).

o o
H c NH
N NN )l\/uxc z T N :
—= N N HN
NH, NH, R
O & ¢
¢ &
r Al4-A16

Sekil 4-3 A14-A16 bilesikleri sentez semasi

Biguanidin Cu(Il) kompleksleri siibstitiie anilin ve siyanoguanidin bilesigin
bakir(Il)perklorat hekzahidrat varliginda asetonitril ortaminda reaksiyonu ile elde edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin sentez semast Sekil 4-4” te verilmisgtir.

H,N N N

2

\f \lr TR
( Cu(Cl0,),.6H,0 HN_ NH

\[r \\\N {(Cl0y),
v LA
\ NH; |

~o ~0

6030 d o 0"
\ Y A17-A25

R

Sekil 4-4 A17-A25 bilesiklerin sentez semast
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Biguanidin iki guanidin'in ortak bir azot atomu ile birbirine baglandigi guanidin'den
tiretilen, tibbi kimyada degerli bir farmakofordur. Bir asir 6nce biguanidin tiirevi metforminin
antihiperglisemik ozelliklerinin kesfinden bu yana, biguanidin ilaglari, baz1 déonemlerde artan
baz1 donemlerde azalan O6neme sahip olmustur. II. dinya savast yillarinda bigunidinlerin
antidiyabetik ila¢ olarak kesfi biguanidin temelli ilaglar i¢in anahtar rol oynamistir. Sitma
onleyiciler, dezenfektanlar, anti-viraller ve en Unlii biguanidin ilaglarin ortaya ¢ikist bu
donemde olmustur. Yeni anti kanser ilaglarinin kesfinde ¢ikan zorluklar sebebiyle bilim
adamlar ve klinisyenler halihazirda DSO (diinya saglik 6rgiitii) tarafindan onaylanmus ilaglan
yeniden incelmeye yonelmis, hem antikanser 6zelliklerini hem de biguanidin temelli ilaglarin

farkli kullanim alanlari i¢in yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.

ABD'de ticari olarak yedi ve diger ulusal pazarlarda ti¢ tane biguanidin ilaci mevcuttur.
Bunlar arasinda metformin, klorheksidin ve proguanil, DSO Temel Ilaglar Listesi'nde yer
almaktadir. Bu tez calismasi cesitli terapotik alanlarda biguanidin ilaglarin inkar edilemez
gecmis bagarilarini géz ontine alarak ¢ok 6zel biguanidin islevine 151k tutmay1 amaglamaktadir.
Bu c¢alisma ile potansiyel bir farmakofor olarak biguanidin tiirevleri sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesikler FT-IR, '"H/'3C NMR, elemental analiz ve X-1s1m1 Kirtnim (A06-A07-
A11) metotlar ile karakterize edilmis, enzim inhibitor aktiviteleri ve anti bakteriyel ozellikleri

incelenmistir.

4.1. Bilesiklerinin FTIR spektrumlarinin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrumlart ATR ile alinmig
karakteristik germe bantlarini arastirmak igin 4000-450 cm™! araliginda taranmistir. Bilesiklere

ait FT-IR verileri materyal ve metot bolimiinde verilmisgtir.

Sentezlenen (A01-A10) bilesiklerden A06 bilesigine ait FT-IR spektrumu Sekil 4-5’te
serinin diger bilesikleri i¢cin FT-IR spektrumlart Ek Sekil 1-8’de verilmistir. Sentezlenen
bilesiklere ait FT-IR spektrumlarindaki karakteristik gerilmeler incelenmis ve Cizelge-2 de
listelenmistir. FT-IR spektrumunda 3100-3400 cm™' gorillen gerilme pikleri v(N-H)
gostermektedir. Baslangi¢ maddesi olan disiyandiamid bilesiginde yaklasik 2160 cm™ de
gozlenen nitril grubuna ait v(C=N) titresim bandi, amin grubunun nitril grubuna nukleofilik
katilmasi sonucu sentezlenen bilesiklerde gozlemlenmemistir. FT-IR spektrumunda 2920 ve
2870 cm" deki titresim bantlar v(C-H)ar grup, karakteristik v(-NH) gerilme band1 ise 2900-3400
cm! de , v(C=N) ftitresim bandi 1630-1640 cm™' arasinda gozlemlenmistir. A01-A09
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bilesiklerinin spektrumlarinda ¢ikis bilesiginde yer alan nitril grubuna ait titresimlerin
gorilmemesi bunun yerine C=N gerilme titresimlerinin gézlenmesi s6z konusu bilesiklerin

sentezlendigini gostermektedir.

Cizelge 2 A01-09 bilesiklerine ait FT-IR spektrum verileri

v(C=EN) o(N-H) v(CH)ar o(CH)ar v(C=N) v(C=C)

Disiyandiamid 2197 3155 - - 1663 -
A0l - 3296 3178 2972 1634 1481
A02 - 3302 3195 2966 1648 1445
A03 - 3301 3183 2973 1626 1487
A04 - 3340 3184 2961 1634 1481
A05 - 3302 3133 2972 1607 1487
A06 - 3298 3193 2958 1627 1483
A07 - 3307-340 3191-3127 - 1632 1477
A08 - 3302 3130 - 1655 1486
A09 - 3296 3161 - 1640 1481

Sentezlenen bilesiklerden A13 ve A15 bilesigine ait FT-IR spektrumlar Sekil 4.3-4.4’te
verilmistir. FT-IR spektrumunda 2920 ve 2870 cm™"deki orta siddetteki titresim bantlar alifatik
v(C-H) gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bilesiklerin FT-IR spektrumunda 3460-3110 cm™"”deki
v(N-H) grubuna titresim bantlaridir. Birinci basamakta elde edilen baslangic maddesinde
goriilen 2156 cm™"deki nitril grubuna ait v(C=N) titresim band: sentezlenen azin bilesiklerinde
gozlenmemistir. A15 bilesigine ait FT-IR spektrumunda gozlenen 1129-751 cm™! de gozlenen
pikler v(C-F) grubuna atfedilmistir (R.E.Redmann, 1978).

Metal kompleksleri bilesiklerinden A20 bilesigine ait FT-IR spektrumu Sekil 4.5°te
verilmistir. 2900-3400 cm™' araligindaki gerilme bantlart asimetrik ve simetrik v(N-H)
titresimlerine yorumlanmistir. Ligantlarin spektrumlarinda v(C=N) 1660-1610 cm™! araliginda
goriilen bandlar, komplekslerin spektrumunda daha asag1 alana kaymis olmast v(1646 cm™)
azometin grubundaki azot atomunun metale koordine oldugunu gostermektedir. v(C=N)
gerilmelerinin  iki farkli bolgede ortaya ¢ikmasi, ligandlarin  asimetrik  dogasini
dogrulamaktadir. Komplekslerin spektrumlarinda, karakteristik perklorat gerilmeleri v(ClO4")

yaklasik 624 ve 1056 cm™"'de goriillmektedir.

Bilegiklere ait FT-IR spektral verileri incelendiginde onerilen yapilara ait bandlarin

gozlenmesi yapilarin karakterizasyonlarini destekler niteliktedir.
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4.2. Bilesiklerinin 'H ve 3C NMR Spektrumlarmin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin 'H ve *C NMR spektrumlari de-DMSO ¢oziiciisiinde
alinmistir. Bilesiklere ait 'H ve '3C NMR verileri ise materyal ve metot bolimiinde

verilmigtir.

4.2.1. A01-A09 'H ve 3C NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

A06 (R:3,4-OCH3) bilesigine ait 'H ve '*C NMR spektrumlar: Sekil 4.9 *da verilmistir.
'"H NMR spektrumu incelendiginde 3.72 ppm’de goriillen dublet ikili -OCH3 grubu
protonlarindan kaynaklanmakta olup 6.89 ve 6.81 ppm’de gozlenen pikler -NH protonlarina
aittir. 7.08-7.03 ppm’de goriilen sinyaller aromatik grup protonlarina atfedilirken, singlet
olarak 7.22 ppm’de gozlenen sinyal -NH; grubundan ve 9.64 ppm deki tekli sinyal -NH-Ph
protonundan kaynaklanmaktadir. A06 bilesigine ait '*C NMR spektrumu incelendiginde
aromatik grup karbon atom sinyalleri 107.40-148.97 ppm araliginda gozlenirken, biguanidin
grubu karbon sinyalleri ise 156.46-161.11 ppm’de, metoksi (-OCH3) grubuna ait sinyaller
56.18-55.91°de gozlenmistir.

A01-A09 bilesiklerinin 'H ve '*C NMR spektrumlan sirasiyla Ek Sekil 10-17°de
verilmistir. Sentezlenen bilesiklerinin 'H ve '*C NMR spektrumlart incelendiginde A06
bilesigine ait "H ve '*C NMR spektrumlarina benzer degerlere sahip olduklari belirlenmistir.
A01-A03 bilesiklerinde yer alan etil (-CH>-CH3) grubuna ait 'H spektrumunu
inceledigimizde -CH3’e ait protonlar sirastyla 3.09, 3.00, 3.09, ppm’de triplet -CH>’ye ait
protonlar sirastyla 2.24, 2.02, 2.05 ppm’de quartet olarak gozlenmigtir. A01-A03
bilesiklerinde yer alan etil (-CH>-CH3) grubuna ait '>*C NMR spektrumunu inceledigimizde
-CHjs’e ait C sinyalleri sirasiyla 14.95-16.04-15,08 de -CH>’ye ait C sinyalleri sirasiyla
24.33-28,64-27,6 ppm’de rezonansa girmistir. A04 ve A0S bilesiklerinde yer alan metoksi (-
OCH3) grubuna ait sinyal A06 bilesigine benzer sekilde o-OCH3’ye ait proton sinyali 3.84
ppm de, p-OCH3’ye ait proton sinyali 3.71 ppm’de C sinyalleri ise sirastyla 56,17-55.93 ppm
de gozlenmistir AO7 ve AO8 bilesikleri 'H NMR spektrumlarinda -NH’a ait protonun
sirastyla 9.01, 9.96 ppm ve Ar-H ise 7.13, 7.65-7.11, 7.41 ppm araliginda gozlenmistir. 1*C
NMR spektrumu ise 161.57, 155.60 ppm’de biguanidin grup karbonlari Ar-C ise 138.28-
122.57 ppm araliginda gorilmektedir. A09 bilesiklerine ait 'H ve '3C spektrumunu
inceledigimizde -F bagl olan bilesigin hem 'H hem de '3C spektrumlarinda yarilmalar
gozlenmektedir.
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4.2.2. A10-A16 'H ve 3C NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Biguanidin temelli diazin bilesikleri siyanoguanidin ile asetil aseton veya 1,1,1-
trifloropentan-2,4-dion kullanarak sentezlenmistir. Asetil aseton ile elde edilen A13
bilesiginin '"H ve C NMR spektrumlart Sekil 4-10 ’da 1,1,1-trifloropentan-2,4-dion
kullanilarak elde edilen A16 bilesigine ait 'H ve '3C NMR spektrumlari Sekil 4-11 *de, A 10,
A11-A15 bilesiklerine ait 'H ve '*C NMR spektrumlar1 sirastyla Ek Sekil 32-36’da

verilmigtir.

A13 bilesigine ait 'H spektrumu incelendiginde 7.11- 7.01 ppm’ de gozlenen sinyaller
aromatik grup hidrojenlerine aittir. 6.75 ppm’de diazin halkasinda yer alan protona
atfedilmistir. Spesifik piklerden olan metoksi (-OCH3) piki 3.84-3.86 ppm de, yine diazin
halkasinda yer alan metil (-CHs) protonlar ise 2.41 ppm’de gozlenmistir. '3C spektrumunda
diazin halkasina ait metil (-CH3) grubu “C” sinyalleri 24.00-24.02 ppm’de gorilmustur.
Aromatik grubun karbon sinyalleri ise 111-113.76 ppm araliginda gozlenirken ve 144-149
ppm de (-C=N) biguanidin grubu karbon sinyalleri, 55-56 ppm’de metoksi (-OCH3) grubu
sinyalleri gozlenmektedir. A10-A12, bilesiklerinin 'H ve *C NMR spektrumlari
incelendiginde A13 bilesigine ait 'H ve '3C NMR spektrumlarina benzer degerlere sahip
olduklar belirlenmistir. Al1 bilesiginde 'H ve '*C spektral verilerin incelendiginde etil
grubuna ait sinyallerden (-CH»-) protonlan kuartet 2.52-2.58 ppm’de, (-CH3) protonlart ise
triplet 1.15-1.19 ppm’de goriilmektedir. '*C NMR incelendiginde alifatik grubun 16.29-
28.05 ppm araliginda 3 sinyal olarak gorilmektedir.

1,1,1-trifloropentan-2,4-dion kullamlarak elde edilen A16 bilesigine ait 'H ve °C
NMR spektrumlart incelendiginde 7.64-7.35 ppm araliginda aromatik gruba ait proton
sinyalleri gozlenmistir. 7.19 ppm’de singlet pik diazin halkasinda yer alan protona ve 2.48
ppm’de singlet olarak gortilen pik diazin halkasindaki metil grup protonlarina atfedilmistir.
13C NMR spektrumunda 155.44, 154.84, 154.50 ppm’de triplete yarilmis diazin halkasinda
yer alan (-CF3) trifloro karbona atfedilmistir. 107.64 ppm’de gorilmekte olan pikler diazin
halkasinda yer alan karbon atomlarindan kaynaklanmaktadir. Biguanidin grubuna ait karbon
sinyalleri 170.87 ve 165.82 ppm’de gorulmektedir. Aromatik grup karbon atomlart 139.31-
119.93 ppm araliginda gozlenirken diazin halkasina ait metil grubu karbonu (-CH3) 24.54

ppm’de rezonansa girmistir.
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4.3. A17-A25 bilesiklerinin kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Cu(Il) komplekslerin (A17-A25) kitle spektrumlart LC/TOF-MS Kiitle Analiz
(MALDI TOF) kullanilarak alinmis ve kiitle grafikleri Ek Sekil 37-45°de verilmistir.
Hesaplanan ve bulunan degerler materyal ve metot boélumiinde degerlendirilmistir.

Bilegiklerin kiitle spektrumlarinda molekiil iyon pikleri gozlenmistir.

4.4. Bilesiklerin kristal yapilan

Tez ¢aligmasi kapsaminda sentezlenen A06, A07, A11 kodlu bilesiklerin tek kristalleri
elde edilmistir. Tek kristalleri elde edilen bilesiklerin kristal yapilarnt X-1stn1 kirinim
caligmalart ile belirlenmigtir. A06, A07, A1l bilesiklerine ait kristalografik veriler Cizelge

1’de sunulmustur. Ayrica bilesiklere ait bag uzunluklari, agilart ve hidrojen bag verileri ek

cizelgelerde verilmistir.

Cizelge 3 A06-A07-A11 bilesiklerine ait kristallografik veriler

Bilesigin Kodu A06 A07 All
Molekiil Formula C1o0H16N502Cl C13H14CINs Ci5sHi9Ns
Zgifgi;hnob 273.73 275.74 269.35
Sicaklik/K 293(2) 293(2) 293(2)
Kristal sistem Monoklinik Monoklinik Monoklinik
Uzay grubu P2i/n P2i/c P2i/c

a/A 11.2374(7) 12.3226(3) 13.2698(16)
b/A 9.2219(5) 12.0022(4) 12.5504(12)
c/A 13.5443(8) 9.3493(3) 9.1064(12)
a/° 90 90 90

pB/e 96.057(5) 91.080(3) 95.607(12)
v/° 90 90 90
Hacim/A? 1395.76(14) 1382.50(7) 1509.3(3)

4 4 4 4

Kristal boyutlari/mm?
Toplanan yansima
Bagimsiz yansimalar
Final R indeksleri
[>=25 (D]

Final R indeksleri
[Tum veri]

0.15x0.12 x 0.08
6099

3179 [Rint = 0.0212]
R1=0.0472, wR, =
0.1054
R1=0.0673, wRy =
0.1172

0.13 x 0.08 x 0.06
4783

2733 [Rint=0.0172]
R1=0.0458, wRy =
0.1115
R1=0.0594, wR, =
0.1234

0.17 x 0.15 % 0.13
6535

3433 [Rine = 0.0287]
R; = 0.0729, wR; =
0.1636

R; =0.1230, wR; =
0.1969
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4.4.1. AO07 Bilesiginin kristal yapisi

A07 bilesiginin kristal yapist monoklinik birim hiicre C2/c uzay grubunda
cozilmiistir. Bilesigin kristal yapisi termal elipsoid olarak Sekil 4-12°de verilmistir. Birim
hiicrede toplam 8 adet molekiil bulunmakta olup asimetrik birim +1 yiiklii biguanidinyum
katyon ve bir adet klor iyonu igermektedir. Kristal yapida biguanidin biriminde C-N baglari
1.316(3) ve 1.344(3) A araliginda olup m-elektron delokalizasyonu gostermistir. iki
biguanidin birimi ayni1 diizlemde degildir. Kristal yapida iki katyonik guanidinyum katyonu
kargilikli iki N1-H-----N3 hidrojen baglar ile dimerik yap1 olusturmustur. Biguanidinyum
katyonlarinda yer alan -NH> ve -NH gruplari klor iyonlari ile hidrojen bagi yapmistir. Kristal
yapida gozlenen bu hidrojen baglarn supramolekiler hidrojen bag orgiisii olusturmustur.

Bilesigin kristal paketlenme diyagrami Sekil 4-13’te gosterilmistir.

Sekil 4-12 a) A07-HCI kristal yapis1 (termal elipsoid %50 olasilikla ¢izilmistir). b)

Hidrojen bag dimeri
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Sekil 4-13 A07 kristal yapisina ait paketlenme diyagrami. Hidrojen baglan kesikli

cizgilerle gosterilmistir.

4.4.2. AO06 bilesiginin kristal yapisi

A06 bilesiginin kristal yapist monoklinik birim hiicre P2;/n uzay grubunda
cozilmistir. Bilesigin kristal yapist Sekil 4-12°de verilmigtir. Asimetrik birimde bir adet
monokprotonlanmig biguanidinyum katyonu ve bu katyonun yiikiinii dengeleyen bir adet
klor iyonu bulunmaktadir. Biguanidinyum katyon yapisinda iki guanid birimi bir azot
koprisiyle (N3) baglanmistir. Yapida guanid gruplarindan birinde azot atomu tlizerinden
baglanmis dimetoksibenzen grubu bulunmaktadir. Bilesikte yer alan biguanidin tizerinde yer
alan C-N bag mesafeleri 1.321(2)-1.340(2) A araligindadir. Biguanidin grubundaki C-N bag
mesafeleri tekli baga (C-N) gore kisa ancak ¢ift bag mesafesine gore de daha uzun oldugu
gortlmustir. Bu durum bi biguanidin birimi boyunca m-elektron delokalizasyonu oldugu
gostermektedir. Ayrica biguanidin grubunda yer alan u¢ azot atomlarinin birinin
protonlanmasi ile iki guanid birimi duzlemsellikten uzaklagsmistir. Kristal yapida iki
katyonik guanidinyum katyonu karsiliklt iki N1-H:----N3 hidrojen baglar1 ile dimerik yapi

olusturmustur.
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@CH

Sekil 4-14 a) A06 kristal yapisi (termal elipsoid %50 olasilikla ¢izilmistir). b) Hidrojen bag

dimeri

Kristal yapida yer alan biguanidinyum katyonlarinda yer alan -NH» ve -NH gruplar
klor iyonlart ile hidrojen bag etkilesimi yapmislardir. Yapida yer alan her bir klor iyonu bes
adet hidrojen bag akseptorii olarak davrandigi goralmustir. Kristal yapida gozlenen bu
hidrojen baglar1 tek boyutta hidrojen bag zinciri olusturmustur. Bilesigin kristal istiflenme

diyagrami Sekil 4-13’de gosterilmistir.

Sekil 4-15 A06 kristal yapisina ait paketlenme diyagrami. Hidrojen baglan kesikli ¢izgilerle
gosterilmistir.
4.4.3. All1 bilesiginin kristal yapisi

A1l bilesiginin kristal yapist monokilinik birim hiicre ve P2i/c uzay grubunda

cozilmiistir. Bilesigin kristal yapist Sekil 4-14°de verilmistir. Bilegikte diazin halkas1 (N1-
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C1-C2-C3-N2-C4) ve guanid birimi azot kopriist ile baglanmistir. Diazin halkasindaki bag
uzunluklar halka boyunca w-elektron delokalizasyonunu gostermektedir. Diazin halkast ile
guanid birimi hemen hemen ayni diizlemde olup bu iki grubun diizlemi arasindaki agi
7.60° dir. Bilesikte bulunan terminal -NH> grubundaki hidrojen atomlarindan biri diazin azot
atomu ile molekiil i¢i hidrojen bag1 yapmistir. Ayrica bilesikte yer alan -NH» ve -NH gruplari
komsu molekiilde yer alan N2 ve N3 azot atomlarnt ile molekiiller arast hidrojen bagi
yapmistir. Bu hidrojen baglari tek boyutta tek boyutta tekrarlanarak Sekil 4-15’te
gosterildigi gibi hidrojen bag zincir olusturmustur. Molekiilde yer alan diazin halkast kosu

molekulde yer alan ayn1 grup ile n-w etkilesimine girerek kristal yap1 kararliligint artirmigtir.

Sekil 4-16 Al1 kristal yapisi (termal elipsoid %50 olasilikla ¢izilmistir).
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Sekil 4-17 All kristal paketlenme diyagrami (Ustte) ve kristal yapida gozlenen n-m
etkilesimi (altta)

4.5. Bilesiklerin enzim inhibisyon aktivitesi

Asetilkolin (ACh) seviyesindeki artigt varsayan kolinerjik hipoteze dayanarak,
karbamat benzeri ilaglar, kolinesterazlari (ChE'ler) inhibe ederek Alzheimer hastaligi (AH)
i¢in cagdas farmakoterapinin temel dayanaklarindan biri olarak kabul edilmektedir. AH'nin
etiyolojisi heniiz kapsamli bir sekilde ortaya ¢ikarilmamis olsa da, beyinde amiloid-f peptit
birikintilerinin toplanmasi, oksidatif stres olmak uzere birkag faktoériin bu hastaligin
patogenezinde rol oynadigi varsayilmaktadir. Temel olarak, insan sinir sisteminde serin
hidrolazlar grubuna ait olan iki tip ChE enzimi bulunur: asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE). Aslinda, her iki enzim de kolinerjik sinapslarda ACh hidrolizini
katalize edebilir. Ancak BChE diger esterleri de hidrolize edebilir; bu nedenle, beyindeki
konsantrasyonu Alzheimer hastalart i¢in onemli gorinmektedir. AChE'nin yuksek bir

hidrolitik kapasiteye sahip oldugu ancak hastaligin seyri sirasinda, semptomlar daha belirgin
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hale geldikge AChE seviyesinin dustigl, BChE seviyelerinin ise ¢ok az degistigi veya
degismedigi tespit edilmistir (Skrzypek, Matysiak, Niewiadomy, Bajda ve Szymanski,
2013). Her iki enzimin inhibe edilmesi, AH tedavisinde semptomatik bir etkinlik gosteren
kolinerjik sinapslarda ACh konsantrasyonunda bir artig retir; bu nedenle, kolinesteraz
inhibitorleri galantamin, rivastigmin, takrin ve donepezil gibi ilaglar AH'nin néromaskiiler

semptomlarin1 hafifletmek i¢in klinik olarak uygulanmaktadir (Kumar ve digerleri, 2016).

Biguanidin temelli farkli fonksiyonel grublara sahip A01-A25 bilesikler sentezlenmisg
ve Ellman Kolorimetrik testi kullanilarak AChE ve BuChE'nin inhibisyon aktiviteleri
degerlendirilmistir. Alinan sonuglara gore sentezlenen tim bilesikler AChE ve BuChE

enzimine karsi inhibitor aktivite gdstermisgtir.

A01-A09 bilesiklerine ait enzim inhibisyon parametreleri Cizelge 4-1’de, AChE ICso
degerleri Sekil 4-16’da ve BuChE ICso degerleri Sekil 4-17°de, segicilik degerleri Sekil 4-
18’de verilmistir. AO1-AQ9 bilesiklerinde AChE enzimine karsi en yiiksek inhibisyon
aktivitesi ICso 94,18 (£3,36) degeriyle AO3 bilesigine aittir. Diger bilesikler hemen hemen
esdeger inhibisyon aktivitesi sergilemis 1Cso 223,93-356,22 arast degerler gozlenmisgtir.
A01-A09 bilesiklerinde BChE enzimine karst en yiiksek inhibisyon aktivitesi ICso
87,80+0,18 degeriyle A04 bilesigine aittir. BChE enzimine kargt en diisiik inhibisyon
aktivitesi 1819,18+1,52 degerine sahip AOl bilesigidir. Donepezil ve galantamin ile
karsilagtirildiginda donepezil (AChE ICso 18,54+1,03 BuChE ICso 15,29+0,85) ve
galantamin (AChE ICso 1,90+0,75 BuChE ICso 6,42+0,94) kadar aktif inhibisyon aktivitesi

gozlenmemistir.
Bilesiklerde bulunan siibstitue gruplari kendi i¢cinde degerlendirildiginde;

Yapisinda etil grubu bagli olan AO1-AO3 bilesikleri karsilastirildiginda para
pozisyonda etil grubu olan A03 bilesigi hem etil gruplar i¢erisinde hem de biguanidin tuzlar
igerisinde en yiiksek enzim aktivitesi sergilemistir. AO1 ve AO3 bilesigi AChE enzimine
karst farkli inhibisyon sergilemesine ragmen segicilikleri (sirasiyla 0,165- 0,168) hemen
hemen aym gorilmektedir bu deger sentezlenen bilesikler arasinda en diisiik segicilik
degeridir.

Yapisinda metoksi (-OCH3) grubu bagli olan A04-A06 bilesikleri karsilastirildiginda
o- pozisyonda metoksi grubu olan A04 bilesigi AChE enzimine karsi en ylksek inhibisyon
aktivitesi (ICso 236,25+0,80) sergilemistir. AChE enzimine karst p- ve 3,4-metoksi i¢eren

bilesiklerde hemen hemen esdeger sonuglar gozlenmigtir (sirasiyla 356,22+5,05,
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273,95+3,09). BChE enzimine karg1 da en yiiksek inhibisyon aktivitesi (ICso 87,80+0,18)

A04 bilesigine ait olup sentezlenen biguanidin tuzlar igerisinde BChE enzimine karst

seciciligi de A04 (2,691) bilesigi sergilemistir.

Yapisinda halojen grup iceren A07-A09 bilesikleri karsilastirildiginda AChE enzimine

karst benzer inhibisyon aktivitesi sergilerken (sirastyla 317,14+1,41, 268,28+3,19,

223,9343,15), en yiksek secicilik 0,191degeriyle AO7 bilesigine aittir. BuChE enzimine

karst en yiksek inhibisyon aktivitesi ICso 494,32+2,80 degeriyle AO8 bilesigine aittir.

Cizelge 4.1 A01-A09 bilesiklerine ait asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz

(BChE) enzim inhibisyon parametreleri

H H

H :
HN_ _N %37 HC, n-ButOH H,N ~
YN, T > R
| N 90°C NH NH
NH I
ICso (M) Secicilik

Bilesikler R grubu EeAChE (uM) eqBuChE (uM) EeAChE/EqBuChE
A01 @v 281,45+3.24  1819,18+1,52 0,165
A02 @A 239,99+2.74 124,52+1,53 1,927
A03 /_Q..... 94,18+3,36  560,910,63 0,168
A04 @, 236,25+0,80 87,80+0,18 2,691
A05 /O_Q...., 356,22+5,05 966,27+6,76 0,369

(l)

A06 “"‘@? 273,95+3,09 180,77+1,14 1,516
A07 :_ ) 317,14+1,41 1659,77+2.8 0,191
A08 —Q'"" 268,28+3,19 494,32+2,80 0,543
A09 ‘@""' 223,9343,15 895,70+7,28 0,25
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Donepezil

Galantamin

18,54+1,03 15,29+0,85

1,90+0,75 6,42+0,94

1,212

0,295

AChE ait IC, degerleri

356,22

> g

&
?9

D
Q/Qé\/ ’06\\
&

N
60 Q:?'b

Sekil 4-18 A01-A09 bilesiklerine ait AChE ICso degerleri

BChE ait ICs, degerleri

2000 y819,18
1800 1659,77

1600
1400

1200 966,27
1000 ’ 895,7

350 317,14
300 [281,45 273,95 268,28
50 239,99 236,25 223,93
200
150
94,18
100
50 18,54
1,9
0 r r
aQ > & ¢ 9 S\ %
S SO S S T S S

Sekil 4-19 A01-A09 bilesiklerine ait BChE ICso degerleri
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Secicilik

3
2,5

2
1,5

1,213

1
os 0,543

) o 369

0,296
- 025 0,191 0,168 0,165
0 I
Y
6931'\ g o SO CE A
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Sekil 4-20 A01-A09 bilesiklerine ait segicilik degerleri

Biguanidin-diazin bilegikleri A10-A16 bilesikleridir. A10-A13 bilesiklerine ait
enzim inhibisyon parametreleri Cizelge 4-2°de, A14-A16 bilesiklerine ait enzim inhibisyon
parametreleri Cizelge 4-3’te verilmistir. A10-A16 bilesiklerine ait AChE ICso degerleri
Sekil 4-19°da BuChE ICso degerleri Sekil 4-20°de ve segicilik degerleri Sekil 4-21°de
verilmigtir. A10-A16 bilesiklerinde AChE enzimine karsi en yiiksek inhibisyon aktivitesi
ICso 4.83+2,24 degeriyle p- pozisyonda flor bagli olan A10 bilesigidir. A10 bilesigi
sentezlenen tim bilesikler arasinda AChE enzimine karst en yiksek inhibisyon degerine
sahip olup donepezilden (ICso 18,54+1,03) daha aktif bulunurken galantamine yakin (ICso
1,90+0,75) niteliktedir. A10-A16 bilesiklerinde AChE enzimine karst en diisiik inhibisyon
aktivitesiyle (ICso 304,52+1,41) A13 bilesigidir. BuChE enzimine karst en yuksek
inhibisyon aktivitesini (ICso 102,51+2,15) A14 bilesigi gosterirken en dusik inhibisyon
aktivitesini (ICso 1386,47+4,53) A13 bilesigi sergilemistir. Sentezlenen A10 bilesigi AChE
enzimine karsit donepezil ve galantamindan daha secici 6zellik gostermistir. Bu grupta yer
alan bilegiklerin segicilik degerlerinin donepezil ve galantaminden daha diisik oldugu (A14

harig), A14 bilesiginin donepezilden dusiik galantaminden yiiksek oldugu goriilmektedir.

A10-A13 bilesiklerini kendi igerisinde degerlendirdigimizde AChE enzimine karst
en yitksek inhibisyon aktivitesi (ICso 4.83+2,24) p- pozisyonda flor bagli olan A10 bilesigi
iken en dusiik inhibisyon aktivitesi (ICso 304,52+1,41) A13 bilesigidir. BuAChE enzimine
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karst en yiiksek inhibisyon aktivitesi (ICso 199,48+0,55) A12 bilesigi iken en dusik
aktiviteyi (ICso 1386,47+4,53) A13 bilesigi sergilemistir.

A14-A16 bilesiklerini kendi i¢inde degerlendirdigimizde AChE enzimine karst en
yiksek inhibisyon aktivitesi (ICso 26,84+2,10) 3-4 pozisyonda metoksi bagli olan A16
bilesigi iken en dusik inhibisyon aktivitesi (ICso 137+1,54) A15 bilesigine aittir. BUAChE
enzimine karst en yiiksek inhibisyon aktivitesi (ICso 102,5142,15) A 14 bilesigine ait iken en
dusuk aktiviteyi (ICso 1039,91+0,25) A15 bilesigi sergilemistir.

Cizelge 4.2 A10-A13 bilesiklerinin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)

enzim inhibisyon parametreleri

0O O H
H N _N N _N_ _NH,
HoN N\\ )l\/u\ a0 \\\N R=NH, U
Yoy o LS o, T
NH NaOH etOH
ICso (uM) Secicilik
Bilesikler R grubu EeAChE (uM) eqBuChE (uM) EeAChE/EqBuChE

A10 4.83+2,24 1032,33+6,07 0,005

O
All /—O 57974152  267.73%135 0,217
@\0’

Al12 27.56+0,62  199,48+0,55 0,138
$
Al3 Q0 304,5241,41  1386,47+4,53 0,216
S
Donepezil 18,54£1,03 15290385 1,212
Galantamin 1,90+0,75 6,42+0,94 0,295
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Cizelge 4.3 A14-A16 bilesiklerinin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)

enzim inhibisyon parametreleri

(o) o)

H,N N ﬁ\ )l\/uxc C /NYN\\r NH,
A i
—_— N HN(
NH, NH, R
ICso (uM) Secicilik

Bilesikler R grubu EeAChE (uM) eqBuChE (uM) EeAChE/EqBuChE

Al4 /_@u,,, 37,99+1,02 102,51+£2,15 0,370

AlS _Q"” 137+1,54 1039,91+0,25 0,131

S

Al6 \‘@? 26,84+2,10 469,557+1,14 0,057
Donepezil 18,54+1,03 15,29+0,85 1,212
Galantamin 1,90+0,75 6,42+0,94 0,295

AChE ait IC;, degerleri

400
350
300
250
200
150
100

304,56

137,00

57,97 37 99
50 l 27,56 ’ 26,84 18,54
?'}/

4,83
|| H |
W v >

N >
?'}/ "

»
™ "

V
v

(]
Q >
&

Sekil 4-21 A10-A16 bilesiklerine ait AChE ICso degerleri
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BChE ait IC;, degerleri

1600
1386,47
1400

1200 1032,33 1039,91
1000
800
600 469,56

400 267,73
200 102,51

6,42

Sekil 4-22 A10-A16 bilesiklerine ait BChE ICso degerleri

Secicilik
1,40
1,21
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40 0,37

0,20 0,14 0,13

0,06
0,01

]

0,00
SRS

Sekil 4-23 A10-A16 bilesiklerine ait secicilik degerleri
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Biguanidin Cu(Il) kompleksleri A17-A25 bilesikleridir. A17-A25 bilesiklerine ait
enzim inhibisyon parametreleri Cizelge 4-4’te, AChE ICso degerleri Sekil 4-22°de ve
BuChE ICs degerleri Sekil 4-23’te ve secicilik degerleri Sekil 4-24’te verilmigtir. A17-A25
bilesiklerinde AChE enzimine karst en yiiksek inhibisyon aktivitesit A17 (ICs021,29+0,95),
A22 (ICso 23,19+ 0,37), A23 (ICso 21,99+ 2,63) ve A24 bilesigi (ICso 25.66+0,12)
gostermekte ve donepezile (ICso 18,54+1,03) yakin degerler sergilemektedir. AChE
enzimine karst en dusiik inhibisyon aktivitesi A25 (ICso 99,62+0,39) bilesigine aittir. Cu(Il)
kompleksleri igerisinde en dusiik inhibisyona sahip olmasina ragmen AChE enzimine karst
kayda deger sekilde inhibisyon sergilemistir. BuChE enzimine karst en yiiksek inhibisyon
aktivitesi A19 (ICs032,61%1,14) bilesigine ait iken en diisiik inhibisyon aktivitesi A21 (ICso
269,29+0,77) bilesigine aittir.
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Cizelge 4.4 A17-A25 bilesiklerinin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE)

enzim inhibisyon parametreleri

HsN N N

(C104);,

Al17-A25

S0 N

& NO, 0
00O © ¢, 0"
- - " )
Y
R
ICso (uM) Secicilik
o EeAChE eqBuChE EeAChE/EqBuCh
Bilesikler R grubu
’ 8 (BM) (M) E
Al7 ©\/ 21,2940,95  34,48+1,00 0,635
A18 /‘@' 44,04£0,10  69,00£0,29 0,638
A19 ©\ ) 28.41£0,85  32.61+1,14 0.871
M (0]
A20 /O_Q..... 30,4742,01  50,40+1,15 0,604
|
(8]
A21 82,53£0,20  269,29+0,77 0,590
\\“‘O:(I)
A22 _@,,," 23,19+ 0,37 67,35+5,35 0,344
A23 ©\ 21,99+2,63 258,19+ 0,56 0,085
A24 _@,,,,, 25.66+0,12 51,23+0,05 0,501
A25 OZNO----" 99.62+039 180,48 +2,69 0,552
Donepezil 18,54+1,03 15,29+0,85 1,212
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Galantami
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Sekil 4-25 A17-A25 bilesiklerine ait BChE inhibisyon degerleri
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secicilik
1,4

Al9 Al7 A21 A24 galantamin
donepezil Al8 A20 A25 A22 A23

Sekil 4-26 A17-A25 bilesiklerine ait segicilik degerleri

Sentezlenen bilesikler genel olarak enzim inhibisyon aktivitesi gostermis olup
yapisinda p- pozisyonda Flor olan A10 bilesigi donepezil ve galantamine egsdeger inhibisyon

(ICs0 4,83uM) sergilemisgtir.
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4.6. Antimikrobiyal aktivite bulgular1 Bulgulan

Caligmada kullanilan A01-A09, bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri Sekil 4-27°de
gosterilmistir. Caligmada bilesiklerinin (12,50 mg/mL) gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalarina kargt 8-28 mm ¢apinda inhibisyon zonlar1 gosterdigi belirlenmistir.
Kontrol olarak kullanilan DMSO ¢o6zeltisinin suslara kargt bir etkisi olmamistir. A08
bilesiginin kullanilan mikroorganizmalara karst en yiiksek inhibisyon zonu (28 mm)
gosterdigi bulunmustur. Gram negatif suslar i¢in en iyi inhibisyon etkisini £ coli susuna
karst AO8 bilesigi 28 mm inhibisyon zonu ile en iyi etkiyi gosterdigi belirlenmistir.
Calismada C. albicans susuna kars1 bir etki gozlenmemistir. Bu farkli bulgularin her susun
kendine 6zgii hiicre duvar yapisinin bulunmast (Hashim, Agool ve Kadhim, 2018) ve
mikroorganizmalarin  direng  Ozelliginin farkli olmasindan kaynakli olabilecegi
disinilmektedir(Onur, Kose, Koger ve Tumer, 2020; Tiumer, Glngor, Kose, Koger ve
Tiamer, 2020). Ayrica kullanilan antibiyotiklere kiyasla bilesiklerin daha zayif etkisi
bulunmustur (Sekil 4-28).
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Sekil 4-27 A01-A09 komplekslerinin biyolojik aktiviteleri (mm)

Caligmada kullanilan A10-A13 bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri Sekil 4-28’te
gosterilmistir. Caligmada bilesiklerin (12,50 mg/mL) gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalarina kargi 8-16 mm ¢apinda inhibisyon zonlart gosterdigi belirlenmisgtir.

Kontrol olarak kullanilan DMSO ¢ozeltisinin suslara kargt bir etkisi olmamigtir. A12
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orneginin kullanilan mikroorganizmalara kargt en yiiksek inhibisyon zonu gosterdigi
bulunmusgtur. Gram negatif suslar i¢in en iyi inhibisyon etkisini E.coli susuna karst A12
bilesigi 12 mm inhibisyon zonu ile en iyi etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Caligmada C.
albicans susuna karst bir etki gozlenmemistir. Bu farkli bulgularin her susun kendine 6zgii
hiicre duvar yapisinin bulunmasi (Hashim ve digerleri, 2018) ve mikroorganizmalarin direng
ozelliginin farkli olmasindan kaynakli olabilecegi diiginilmektedir (Onur ve digerleri, 2020;
Tumer ve digerleri, 2020). Ayrica kullanilan antibiyotiklere kiyasla bilesiklerin daha zayif
etkisi bulunmustur (Sekil 4-28).
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Sekil 4-28 A10-A13 komplekslerinin biyolojik aktiviteleri (mm)

Calismada kullanilan A14-A16 bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri Sekil 4-29°da
gosterilmistir. Caligmada bilesiklerin (12,50 mg/mL) gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalarina kargt 8-12 mm ¢apinda inhibisyon zonlart gosterdigi belirlenmisgtir.
Kontrol olarak kullanilan DMSO ¢ozeltisinin suslara kargt bir etkisi olmamistir. Al4
orneginin kullanilan mikroorganizmalara kargt en yiiksek inhibisyon zonu gosterdigi
bulunmugtur. Kullanilan mikroorganizmalar igerisinde en iyi inhibisyon etkisini C. albicans
susuna karst A14 bilesigi 12 mm inhibisyon zonu ile en iyi etkiyi gosterdigi belirlenmistir.
Calismada C. albicans susuna karsi bir etki gozlenmemistir. Bu farkli bulgularin her susun
kendine 06zgti hiicre duvar yapistnin bulunmasi (Hashim ve digerleri, 2018) ve
mikroorganizmalarin  direng Ozelliginin  farkli  olmasindan kaynakli olabilecegi
dustntlmektedir (Onur ve digerleri, 2020, Tumer ve digerleri, 2020). Ayrica kullanilan
antibiyotiklere kiyasla komplekslerin daha zayif etkisi bulunmustur (Sekil 4-29).
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Calismada kullanilan A17-A25 komplekslerinin biyolojik aktiviteleri Sekil 4-30°da
gosterilmistir. Caligmada komplekslerin (12,50 mg/mL) gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalarina kargt 8-14 mm ¢apinda inhibisyon zonlart gosterdigi belirlenmisgtir.
Kontrol olarak kullanilan DMSO ¢ozeltisinin suslara kargt bir etkisi olmamistir. A21
kompleksinin kullanilan mikroorganizmalara karsi en yiiksek inhibisyon zonu (14mm)
gosterdigi bulunmustur. Gram negatif suglar i¢in en iyi inhibisyon etkisini E.coli susuna
karst A21 kompleksi 14 mm inhibisyon zonu ile en iyi etkiyi gosterdigi belirlenmisgtir.
Calismada C. albicans susuna kars1 bir etki gozlenmemistir. Bu farkli bulgularin her susun
kendine 06zgti hiicre duvar yapistnin bulunmasi (Hashim ve digerleri, 2018) ve
mikroorganizmalarin  direng  Ozelliginin farkli  olmasindan kaynakli olabilecegi
dustntlmektedir (Onur ve digerleri, 2020, Tumer ve digerleri, 2020). Ayrica kullanilan
antibiyotiklere kiyasla bilesiklerin daha zayif etkisi bulunmustur (Sekil 4-30).
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4.7. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) Bulgulari

A01-A09 bilesiklerinin mikroorganizma suslart tizerinde olusturdugu minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) Cizelge 2’de verilmistir. Bilesiklerin mikroorganizma
suslart tizerinde agirlikli olarak 12,5-0,125 mg/mL antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Belirlenen MIC konsantrasyonu antibiyotiklerin etki mekanizmasi dikkate
alinarak belirlenmigtir. Mikroorganizmalara karsi en 1yi sonucu A03 bilesigi 0,125 mg/mL
olacak sekilde MIC degerinde oldugu belirlenmistir. Yine ayni1 sekilde C. albicans susuna
karst sadece A03, A07 ve AO1 bilesikleri hari¢ tim komplekslerin 12,5 mg/mL diizeyinde
etkisi bulundugu belirlenmigtir. Bilesiklerden A03 ve A0S 0,125 mg/mL olarak etkisinin en

iy1 sonuglarin elde edildigi belirlenmistir.

Cizelge 4 A01-A09 bilesiklerinin gram negatif suslarda MIC degerleri

MIK (mg/mL)

Ornek E. coli Salmonella typhimurium S. aureus Bacillus cereus Candida albicans
A01 1,25 12,5 12,5 12,5 12,5
A04 1,25 12,5 1,25 12,5 12,5
A02 1,25 12,5 12,5 12,5 12,5
A06 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
A01 0 0 12,5 0 0
A09 0,125 1,25 1,25 1,25 12,5
A07 1,25 12,5 1,25 12,5 0
A03 0,125 1,25 0,125 1,25 1,25
A08 0,125 1,25 0,125 1,25 12,5

A10-A13 bilesiklerinin mikroorganizma suslart tizerinde olusturdugu minimum
inhibisyon konsantrasyonlart (MIC) Cizelge 3’te verilmistir. Bilesiklerin mikroorganizma
suslart tizerinde agirlikli olarak 12,5 ve 0,125 mg/mL arasinda antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Belirlenen MIC konsantrasyonu antibiyotiklerin etki mekanizmasi
dikkate alinarak belirlenmistir. Salmonella typhimurium susuna kargt A10 bilesigi 12,5
mg/mL olacak sekilde MIC degerinde oldugu belirlenmistir. Yine ayni sekilde E. coli ve S.
aureus susuna karst sadece Al2 bilesigi 1,25 mg/mL duzeyinde etkisi bulundugu
belirlenmistir. S. aureus susu igin ise bu bilesiklerden A12 bilesiginin en iyi 1,25 mg/mL

olarak etkisinin bulundugu belirlenmistir.
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Cizelge 5 A10-A13 bilesiklerinin gram negatif suslarda MIC degerleri

MIK (mg/mL)
Ornek E. coli Salmonella typhimurium S. aureus Bacillus cereus Candida albicans
A10 12,5 12,5 12,5 12,5 0
Al2 1,25 12,5 1,25 12,5 0
Al13 12,5 0 12,5 0 0
All 0 0 0 0 0

A14-A16 bilesiklerinin mikroorganizma suslart tizerinde olusturdugu minimum
inhibisyon konsantrasyonlart (MIC) Cizelge 4’te verilmistir. Bilesiklerin mikroorganizma
suslart tzerinde agirlikli olarak 12,5-1,25 mg/mL antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Belirlenen MIC konsantrasyonu antibiyotiklerin etki mekanizmasi dikkate
alinarak belirlenmistir. Candida albicans susuna kargt A15 ve Al4 kompleksleri 1,25
mg/mL olacak sekilde MIC degerinde oldugu belirlenmistir. S. aureus susu i¢in ise bu

bilesiklere etkisinin bulunmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 6 A14-A16 bilesiklerinin gram negatif suslarda MIC degerleri

MIK (mg/mL)
Ornek E. coli Salmonella typhimurium S. aureus Bacillus cereus Candida albicans
Al6 12,5 12,5 0 12,5 12,5
Al5 12,5 12,5 0 12,5 1,25
Al4 12,5 12,5 0 12,5 1,25

A17-A25 bilesiklerinin mikroorganizma suslart tizerinde olusturdugu minimum
inhibisyon konsantrasyonlart (MIC) Cizelge 5’te verilmistir. Bilesiklerin mikroorganizma
suslart Uzerinde agirlikli olarak 12,5-0,125 mg/mL antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Belirlenen MIC konsantrasyonu antibiyotiklerin etki mekanizmasi dikkate
alinarak belirlenmigtir. E. coli susuna karst A21 bilesigi 0,125 mg/mL olacak sekilde MIC
degerinde oldugu belirlenmistir. Yine ayni sekilde S. aureus susuna karst en iyi sonucu A17
bilesigi 1,25 mg/mL diizeyinde etkisi bulundugu belirlenmistir. C. albicans susu i¢in ise bu
komlekslerden bir¢gogunun 12,5 mg/mL olarak etkisinin bulundugu belirlenmistir. Bu
komplekslerin bir¢ogunun disik diizeylerde MIC degerlerine sahip oldugu belirlenmigtir.
Calismada elde edilen veriler 15181nda yeni komplekslerin antibakteriyel ve antifungal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 7 A17-A2S5 bilesiklerinin gram negatif suslarda MIC degerleri

MIK (mg/mL)

Ornek E. coli Salmonella typhimurium S. aureus Bacillus cereus Candida albicans
A20 12,5 12,5 12,5 12,5 0
Al19 12,5 12,5 1,25 12,5 0
A21 0,125 1,25 12,5 1,25 0
Al7 12,5 12,5 1,25 12,5 12,5
A23 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
A25 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
A24 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
A22 1,25 12,5 12,5 12,5 12,5
Al8 1,25 12,5 12,5 12,5 12,5

Calismada kullanilan Gentamisin ve Amikasin antibiyotikleri ile kiyaslandiginda
baz1 komplekslerin bu antibiyotiklerin gosterdigi inhibisyon zonlarindan daha yiiksek etki
gosterdigi, sonu¢ alinamayan komplekslerin ise daha yiksek konsantrasyonlarda
kullanilarak sonuglar alinabilmesi mimkuindiir. Bulgulara gore gram negatif ve pozitif
suslara karsi, yogun olarak kullanilan antibiyotik tedavilerinde bu kompleks yapilarinin

antibiyotiklerin yerini almasi muhtemeldir.
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5. SONUC VE ONERILER

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda biguanidin tiirevi bilesikler sentezlenip FTIR, 'H/
BC ve X-1s1m kirtnim yontemleri kullamlarak karakterize edildikten sonra bu bilesiklerin
Ellman Kolorimetrik testi kullanilarak AChE ve BuChE'nin inhibisyon aktiviteleri ve
sentezlenen komplekslerin antimikrobiyal aktivitesi Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi
kullanilarak tespit edilerek degerlendirilmistir. Biguanidin tirevlerinin eldesi igin 2-
siyanoguanidin farkli gruplar igeren amin bilesikleri ile asidik ortamda katilma reaksiyonu
yapilmig ve AO01-A09 bilesikleri sentezlenmistir. Biguanidin temelli diazin bilesikleri
siyanoguanidin ile asetil aseton veya 1,1,1-trifloropentan-2,4-dion kullanarak

sentezlenmigtir. Doktora tez ¢alismasi kapsaminda toplam 25 adet bilesik sentezlenmistir.

Kristal yapist aydinlatilan yapida guanid gruplarindan birinde azot atomu tizerinden
baglanmig dimetoksibenzen grubu bulunmaktadir. Bilesikte yer alan biguanid tizerinde yer
alan C-N bag mesafeleri 1.321(2)-1.340(2) A aralizindadir. Biguanid grubundaki C-N bag
mesafeleri tekli baga (C-N) gore kisa ancak ¢ift bag mesafesine gore de daha uzun oldugu
gortlmugtir. Bu durum bi biguanid birimi boyunca m-elektron delokalizasyonu oldugu
gostermektedir. Ayrica biguanid grubunda yer alan u¢ azot atomlarinin birinin
protonlanmast ile iki guanid birimi diizlemsellikten uzaklagsmistir. Diazin halkasindaki bag

uzunluklari halka boyunca m-elektron delokalizasyonunu gostermektedir.

Caligmada bilesiklerinin (12,50 mg/mL) gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalarina kargt 8-28 mm ¢apinda inhibisyon zonlart gosterdigi belirlenmigtir.
Kontrol olarak kullanilan DMSO ¢ozeltisinin suglara kargt bir etkisi olmamigtir. A08
bilesiginin kullanilan mikroorganizmalara karst en yiiksek inhibisyon zonu (28 mm)
gosterdigi bulunmustur. Gram negatif suglar i¢in en iyi inhibisyon etkisini £ coli susuna

kargst AO8 bilesigi 28 mm inhibisyon zonu ile en iyi etkiyi gosterdigi belirlenmistir.

Sonu¢ olarak sentezlenen 25 adet bilesigin kolinesterazlara karst inhibisyon
aktiviteleri incelenmigtir. Sentezlenen bilesikler genel olarak enzim inhibisyon aktivitesi
gostermis olup yapisinda p- pozisyonda Flor olan A10 bilesigi (ICso 4.8342,24) donepezil

ve galantamine esdeger inhibisyon sergilemistir.
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Ek Cizelge 1 A06 bilesigine ait bag uzunluklar1 A

O(1)
O(1)
0(2)
0(2)
N(1)
N(2)
NQ@)
NQ@)
N(4)

C(5)
C9)
C(6)
C(10)
(1)
C(1)
C(1)
C(2)
C(2)

1.

14

365(2)

414 (3)

.376(2)
L4277 (3)
.321(2)
.323(2)
.335(2)
.324(2)

.334(2)

N(5)
N(5)
CQ3)
C3)
C(4)
C(5)
C(6)
C(7)

C(2)
C(3)
C(4)
C(8)
C(5)
C(6)
C(7)
C(8)

1.340(2)
1.421(2)
1.391(3)
1.374(3)
1.379(2)
1.397(3)
1.372(3)

1.395(3)
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Ek Cizelge 2 A06 bilesigine ait bag acilar1 (°)

C(5)0(1) C(©9) 117.80(16) C(8) C(3) N(5) 124.32(17)
C(6)O(2) C(10) 116.95(17) C(8) C(3) C(4) 119.98(17)
C2)N@3) C(1) 122.36(15) C(5) C4) C(3) 120.61(19)
C(2)N(5) C@3) 129.16(16) O(1) C(5) C4) 124.69(18)
N()C() NQ) 118.23(17) O(1) C(5) C(6) 115.81(17)
N(1)C(1) N(3) 117.21(16) C(4) C(5) C(6) 119.50(19)
N@2)C(1) N(@3) 124.45(17) O(2) C(6) C(5) 115.63(18)
NB3)C(2) N@#) 124.71(17) C(7) C(6) OQ2) 124.90(19)
N@B)C(2) N(5) 119.59(16) C(7) C(6) C(5) 119.48(17)
N@4)C(2) N(5) 115.60(17) C(6) C(7) C(8) 121.13(19)
C(4)C(3) N(5) 115.68(17) C(3) C(8) C(7) 119.21(19)
Ek Cizelge 3 A06 bilesigine ait hidrojen bag verileri

D H A d(D-H)/A d(H-AyA d(D-A)A D-H-A/°
N(1)H(1A)CI(1)! 0.86 2.59 3.3563(18) 149.
N(1)H(1B) N(3)? 0.86 2.23  3.086(2) 178.
N(Q2)H(2A)CI(1)! 0.86 2.43 3.2332(17) 156.
N(2)H(2B) 0(2)* 0.86 2.28  3.101(2) 158.
N(4)H(4A)CI(1)* 0.86 2.47 3.2431(17) 149.
N(4)H(4B) CI(1) 0.86 2.47 3.2355(17) 148.
N(3)H(5) CI(1) 0.86 2.32 3.1470(16) 162.

X 1HY 47 2-X,-1-Y,1-Z; -1/24X,-1/2-Y -1/24Z; 43/2-X,-1/2+Y,1/2-Z
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Ek Cizelge 4 A11 bilesigine ait bag uzunluklar A

N() C() 1.344(3) C(2) C(3) 1.381(3)
N() C@) 1.342(3) C(3) C(12) 1.500(3)
N2) C@3) 1.337(3) C(6) C(7) 1.377(3)
N@2) C@) 1.346(3) C(6) C(11) 1.373(4)
N3) C@) 1.371(3) C(7) C(8) 1.376(4)
N3) C(5) 1.314(3) C(8) C) 1.363(5)
N@) C(5) 1.331(3) C) C(10) 1.373(5)
N(G) C(5) 1.361(3) C(9) C(14) 1.523(5)
N(G) C(6) 1.403(3) C(10) C(11) 1.374(4)
C(1) C@2) 1.367(3) C(14) C(15) 1.330(6)
C(1) C@a3) 1.491(3)

Ek Cizelge 5 Al1 bilesiSine ait bag agilari ()

C(4) N(1) C(1) 117.1(2) NB) C(5) N@) 126.7(2)
C(3) N(22) C4) 117.2(2) NB) C(5) N(5 118.9(2)
C(5) N(3) C(4) 123.35(19) N@) C(5) N(5 114.4(2)
C(5) N(5) C(6) 128.9(2) C(7) C(6) N(5 117.02)
N(1) C(1) C(2) 121.4(2) C(11) C(6) N(5) 125.2(2)
N(1) C(1) C(13) 116.2(2) C(11) C(6) C(7) 117.8(2)
C(2) C(1) C(13) 122.4(2) C@®) C(7) C(6) 120.93)
C(1) C(2) C(3) 118.4(2) CH C®) C(7) 121.8(3)
N@2) C3) C2) 121.1(2) C@®) C) C@0) 116.903)
N@2) C3) C(12) 116.4(2) C@®) CO) C@4) 120.6(3)
C(2) C(3) C(12) 122.4(2) C(10) C(9) C(14) 122.54)
N(1) C(4) N@2) 124.8(2) C(9) C(10) C(11) 122.2(3)
N(1) C(4) N(3) 122.9(2) C(6) C(11) C(10) 120.4(3)
N@2) C(4) N(3) 112.37(19) C(15) C(14) C(9) 121.7(4)
Ek Cizelge 6 Al1 bilesigine ait hidrojen bag verileri

D H A d(D-H)/A d(H-A)/A d(D-A)/A D-H-A/°
N(4) H(4A) N(1) 0.86 2.675(3) 127.3
N(4) H@4B) N(@3)! 0.86 2.945(3) 167.7
N(5) H5) N@2)! 0.86 3.053(3) 174.6

4X,1/2-Y,1/2+Z
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Ek Cizelge 7 A07 bilesigine ait bag uzunluklar A

Cll C4 1.727(4) N5 C3 1.415(3)
N1 Cl 1.316(3) C3 C4 1.371(4)
N2 Cl 1.338(3) C3 C8 1.395(4)
N3 Cl 1.336(3) C4 C5 1.388(3)
N3 C2 1.326(3) C5 C6 1.364(7)
N4 C2 1.330(3) C6 C7 1.342(7)
N5 C2 1.344(3) C7 C8 1.376(5)
Ek Cizelge 8 A07 bilesigine ait bag acilari (°)

C2 N3 C1 122.5(2) C4 C3 C8 118.8(3)
C2 N5 C3 125.4(2) C8 C3 NS 118.3(3)
NI C1 N2 117.7(2) C3 C4 Cll 120.1(2)
NI C1 N3 117.6(2) C3 C4 C5 119.9(4)
N3 C1 N2 124.5(2) C5 C4 Cl 120.0(3)
N3 C2 N4 125.8(2) C6 C5 C4 120.3(4)
N3 C2 N5 118.1(2) C7 C6 C5 120.2(4)
N4 C2 NS5 116.0(2) C6 C7 C8 120.9(4)
C4 C3 N5 122.8(3) C7 C8 C3 119.9(4)
Ek Cizelge 9 A07 bilesigine ait hidrojen bag verileri

N1 H1A N3! 0.86 2.13 2. 173.3
N2 H2A N4 0.86 2.28 2. 131.8
N2 H2A CI2° 0.86 2.77 3. 118.0
N2 H2B CI23 0.86 2.62 3. 131.7
N4 H4A CI2* 0.86 2.49 3. 151.7
N4 H4B Cl12 0.86 2.53 3. 148.0
NS5 H5 CI2 0.86 2.36 3. 159.0

1/2-x,3/2-y,1-z; 21-x,+y,1/2-z; 3+x,+y, 1+z; 4x,2-y,1/2+z
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