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1.GIRIS

Bakteri, mantar, virlsler ve parazitlerin neden oldugu
enfeksiyon hastaliklari diinya genelinde ve 6zellikle gelismekte olan diinya
Ulkelerinde goérilen en 6nemli saglik problemlerindendir. Enfeksiyon
hastaliklarindaki tedavi ve ilag maliyetleri genel saglik harcamalarinin
6nemli bir kismini olusturmaktadir. Antimikrobiyal tedavideki &nemli
gelismelere ragmen, antibiyotik, antifungal, antiviral gibi antimikrobiyal
ilaglarin yanhs ve yaygin kullanimlar bu ilaglara kargi direncin gelismesine
neden olmaktadir.

Ozellikle metisillin direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
Staphylococcus epidermidis (MRSE) ve vankomisin direncli Enterokok
(VRE) gibi direncli Gram-pozitif bakterilerin, ayrica genisletilmis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) Ureten Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
gibi direncli Gram-negatif bakterilerin ortaya c¢ikmasi bakteri kdkenli
hastaliklarin tedavisinde karsilasilan dnemli bir problemdir.’-

Tlberklloz ana etkeni Mycobacterium tuberculosis olan ve
glnimuzde yaygin goérulen enfeksiyon hastaliklarindan biridir. Direncli
Gram bakterilere ilave olarak, direngli tiberklloz tlrleri de tim dinyada
ciddi bir halk sagligi sorunudur. Dinya nGfusunun 1/3’0n0 olusturan 1.7
milyar insan tlberkuloz basili ile enfekte olup, bunlarin bayik cogunlugunu
gelismekte olan Ulkelerdeki insanlar olusturmaktadir. Gelismis Ulkelerdeki
enfekte bireylerin %80°i 50 yas ve Uzerinde iken gelismekte olan
llkelerdeki bireylerin % 77’si 50 yas ve altindakilerden olusmaktadir.®
Sosyoekonomik dizey disukligu ayrica kanser ve AIDS gibi bagisiklik
sistemini baskilayan hastaliklar tUberkilozun yaygin hale gelmesinin
énemli nedenlerindendir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére her yil
yaklasik 8 milyon insan bu hastaliga yakalanmakta ve 2-3 milyon insan bu
hastalik nedeniyle 8lmektedir.*®



Bir diger o6nemli problem sistemik ve lokal mantar
enfeksiyonlaridir. Ozellikle, bagisiklik sistemi baskilanmis kanser ve AIDS
hastalarinda mantar enfeksiyonlari 6limcul sonuglara neden olmaktadir.
Ayrica insan ve fungus hucrelerindeki benzerliklerden dolay! antifungal

ilaclar secici aktiviteye sahip degildirler.*5”

Tdm bu nedenlerden dolayi antibakteriyel ve antifungal etkili
bilesikler tGzerinde calismalar yogun olarak devam etmektedir.

2-Okso-3H-benzoksazol halkasina 3 ve 6 numarall
konumlardan yapilan stbstitisyonlar ile farkh aktivitelere sahip bilesikler
elde edilmekte ve bu halka sistemine sahip bilesiklerin sentezi ve aktivite

tayinleri Gzerinde ¢aligmalar giinimuUzde de devam etmektedir.

Gokhan ve arkadaslari 6-acil-3-piperazinometil-2-okso-3H-
benzoksazol tirevlerini sentezlemisler ve bazi bilesiklerde referanslara

benzer antibakteriyel ve antifungal aktivite bulduklarini bildirmislerdir.®
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Antimikrobiyal aktivite gdsteren Ure ve tiyolre tlrevi pek ¢ok
bilesik literatiirde kayithdir. ®' Ayrica analjezik'®, antitimor'™'®, anti-
HIV'"'8 gibi farkli biyolojik aktivitelere sahip tre ve tiyolire tiirevieri de

bildirilmistir.

Bu bilgiler 1s1§inda, daha iyi bir antibakteriyel veya antifungal
aktivite elde edebilmek Umidi ile farkli farmakoforlarn tek bir kimyasal

yapida bir araya getirerek hibrit molekuller sentez etmeyi amacladik.

Sonuc olarak tez kapsaminda, 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol halkasinin 6. konumunda Ure ve tiyolre tUrevleri tasiyan
dokuz yeni bilesik sentez edildi ve bu tirevlerin antimikrobiyal aktiviteleri

degerlendirildi.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kemoterapi ve Tarihcesi

Kemoterapi Paul Ehrlich tarafindan 19. ydzyilin sonunda
ortaya atilmis bir terim olup, mikroorganizma (bakteri, mantar, protozoa ve
virlis) ve parazitlerin neden oldugu enfeksiyon veya timoral hastaliklarin
kimyasal bilesiklerle (kemoterapétik) yapilan tedavisidir. Kemoterapinin
ana ilkesi konakgida hi¢ veya ¢ok az toksik etki yapan bir kimyasal madde
ile hastalik etkeni Gzerinde toksik veya &lduricU etki olusturmaktir. Bu
secici toksik etki, patojen mikroorganizma hucresi ile insan hicresi
arasinda yap! ve biyokimyasal mekanizmalar bakimindan var olan farklar

sayesinde miimkiin olmaktadir.'

Eskiden “antibiyotikler”; mikroorganizmalar tarafindan sentez
edilen ve diger mikroorganizmalarin tGremesini durduran veya o6ldiren
biyolojik kaynakli maddeler olarak tanimlanir ve kemoterapdétik bilesikler
elde edilis kaynaklarina goére; sentetik kemoterapdtikler ve antibiyotikler
olarak siniflandirilirdi. Ancak antibiyotiklerin sentetik olarak Uretilmesiyle
birlikte, “antibiyotikler” kemoterapétikler alt baslgi altinda degerlendirmeye
alinmis ve “mikroorganizmalarin Gremesini durduran veya 6ldiren biyolojik
kaynakli ya da sentetik olarak elde edilebilen bilesikler’ olarak

tanimlanmistir.?°

Kemoterapide Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilan ilk
adimlardan sonra esasli ilerlemeler; Gerhard Domagk’'in 1932 yilinda
“prontosil” olarak isimlendirilen azo boyasinin sigcanlarda sistemik
streptokok enfeksiyonlarina karsi oldukga etkili oldugunun bulunmasi ile
baslamistir. Daha sonra 1937’de Trefouel ve arkadaslari tarafindan
prontosil'in vicutta etkin bilesik olan stlfonamit’e dénistiginin bulunmasi
sulfonamitlerin tedaviye girmesine yol acmistir. Alexander Fleming
tarafindan 1929 yilinda penisilinin kesfedilmesi ve 1940 yilinda Florey ve
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Chain’nin penisilini saf olarak elde etmeleri bakteriyel enfeksiyon

hastaliklarinin tedavisinde yeni ufuklarin agilmasina neden olmustur.*®

Enfeksiyon hastaliklarinin etkenleri hakkindaki bilgilerin
gelismesine paralel olarak, enfeksiyon etkenleri Uzerinde etkili pek cok

kemoterapdtik bilesik gelistirilmistir ve tedaviye sunulmustur.

2.2. Bakteriler ve Funguslar

2.2.1. Bakteriler

Bakteriler tek hicreli prokaryotik mikroorganizmalardir.
Bakterilerin dig ortamdan korunmalarini saglayan ve bakteriye seklini
veren esas yapl! hlcre duvaridir. Hicre duvar dig ortamdaki maddelerin
girisine olanak veren ve segiciligi bulunmayan 1-2 nm ¢apli porlar icerir.
Antimikrobiyallerin buradan gecebilmesinde, duvarin yapisi ve ilacin
molekdler buydkligu etkilidir. Bakteri hiicre duvarinin ana maddesi
mureindir.  Mureini  olusturan peptidoglikan zincirlerinin  her biri
N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asitten (NAM) yapiimistir.
NAM ve NAG birbirine B-1,4 bagi ile baghdirlar. N-asetiimuramik asit,
N-asetilglukozaminin laktik asit tasiyan tlOrevidir. Laktik asitin karboksil
grubuna amino asit gruplari baglanmistir. Lineer peptidoglikan zincirlerinin

transpeptidaz enzimi ile capraz baglanmasi sonucunda mdirein olusur. %%
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Hucre duvar yapisi, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
arasinda Onemli farkliliklara sahiptir. Gram-pozitif bakterilerde hiicre
duvari blyuk oranda mireinden meydana gelmistir. Mirein, Gram-pozitif
bakterilerde duvar kalinhdinin % 50 ‘sini olusturur. Bu oran Gram-negatif
bakterilerde % 5-10 kadardir.?'??

Hicre duvanyla
iliskili proteinler
E - Hiicre duvarina 6zgin
! -  polisakkarit

Murein
(sinonim:
peptidoglikan)

Sitoplazma zar

Sekil 2: Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari



Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda gram-pozitiflere
oranla daha ince peptidoglikan tabakasi bulunur ve peptidoglikan

tabakasinin disinda bir lipopolisakkarit tabakasi tasirlar.?"#

- Lipopolisak-
karid (LPS)

Membran

(6rn. Omp F)
- Murein-lipoprotein

Periplazmik
alan

Murein

Sitoplazma zar

; £
memmzmnmmtﬂxmaif Gaaps0seass = eed

Sekil 3: Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin &ézelliklerine
gbre iki blylk gruba (Gram-pozitif, Gram-negatif) ayirmak icin kullanilan
bir yéntemdir. Gram-pozitif bakteriler gram boyama isleminden gectikten
sonra, mikroskop altinda mavi-mor renk alan bakterilerdir. Peptidoglikan
hicre duvari daha kalin olan gram-pozitiflerin boyalan tutma kuvvetleri

fazladir. 2122

Gram-negatif bakteriler Gram boyama prosedlri sirasinda
kristal viyole boyasini tutmayan bakterilerdir. Gram-pozitif bakteriler,
alkolle yikandiktan sonra mavi rengi tutmaya devam ederlerken, Gram-

negatif bakteriler mavi rengi kaybederler. 2%



TlOberklloz etkeni olan  Mycobacterium  tuberculosis,
mycobacteriaceae Uyesi bakterilerden olup, Gram boyamada hi¢
g6rilmeyen veya cok ender gérllebilen comak sekilli bakterilerdir. Bunun
nedeni boyalarin ¢ok zor icine girebildikleri lipitce zengin hiicre duvaridir.
Ozel ayirt edici boyalarla (Ziehl Neelsen) boyanirlar. Tiberkiloz
bakterilerinin pek c¢ok 6zelligi hicre duvarinin yapi ve kimyasindan
kaynaklanmaktadir. Hiicre duvari — yiiksek lipit icerigine sahiptir. icerden

disariya dogru hiicre duvarinda su tabakalar bulunmaktadir.*?!

*Murein
*Arabinogalaktan
*Mikolik asit

*En dis tabaka serbest lipitlerin yer aldigi bélumdur.

Serbest lipitlerin bulundugu tabaka — Mikolik asit —(q-D-arabinose),

| Arabinogalaktan tabakasi
(p-D-galactan),

Disaccharide
Phosphate Link

NN

L-Alanine

Peptidoglikan

|2
tabaka e

D-Glutamine

meso-Diaminopimelic acid

Rl Tles |,
OC QOO0 O

Sekil 4: Mycobacterium tuberculosis hiicre duvari



Mycobacterium tuberculosis hicre membran yapisindan
dolay! bircok kemoterapdtik ajana karsi direnclidir. Lipitce zengin olan bu
membran kemoterapdtik ajanlarin  hicre icine girmesini engeller.
Tlberklloz tedavisinde kullanilan ilaglar Mycobacterium tuberculosis’e

kars! secici aktivite gdsterir.*

Tuberklloz tedavisinde kullanilan ilaglar primer ve sekonder
ilaglar olmak Gzere iki gruba ayrlirlar. Primer ilaglar tiberklloz vakalarinin
cogunda kullanilir (izoniazit, pirazinamit, rifampin). Sekonder ilaglar
toksisiteleri nedeniyle primer ilaglara direng gelistigi durumlarda ilag
kokteyllerine katilir (Para aminosalisilik asit (PAS), sikloserin). Tuberkiloz
tedavisinde direng gelisimini dnleyebilmek amaciyla kombine ilag kullanimi

yapilir. izoniazit bu kombinasyonun genellikle degismeyen ilacidir.’

2.2.2. Funquslar

Fotosentetik olmayan tek hlcreli koloniler (maya) veya ipliksi
cok hucreli agregatlar (kif) halinde Greyen Okaryotik organizmalardir.
Okaryotik hiicre yapilarindan dolay! antifungallerin selektif toksik etki
gbstermesi guctir, bu nedenle fungal enfeksiyonlarin ézellikle sistemik
olanlarinin tedavisi zordur. Memeliler hiicre membranlarinda bir sterol olan
kolesterol, funguslar ise hlcre zarlarinda ergosterol tasirlar. Bu
biyokimyasal farkliliktan yararlanilarak funguslardaki ergosterol sentezini

dnleyen imidazol tiirevi antifungal ilaglar gelistirilmistir.*2’
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2.3. Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandiriimasi

2.3.1. Hicre duvari sentez inhibitorleri

Bakteri hicre duvarinin ana maddesi olan murein sentezini,
peptidoglikan  zincirlerini ¢apraz baglayan transpeptidaz (penisilin
baglayan proteinler = PBP) enzimlerini geri dénligsiz olarak inhibe ederek
etki gdsterirler. Bu tip ajanlarin gelismesini tamamlamis bakteriler Gzerinde
etkisiz olduklari bildirilmistir. Bu gruba giren ilaglar: B-Laktam antibiyotikleri

(penisilinler, sefalosporinler), glikopeptitler.'®?

2.3.2. Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar

Sitoplazma membrani, bakteri hlicresinde osmotik bir bariyer
gbrevi yapmaktadir. Bakteri icin gerekli maddeler ortamdan, bu membran
icinde pasif diflizyon veya aktif transport ile alinirlar. Deterjan 6zelligine
sahip bazi antibiyotik ve antiseptikler, sitoplazma membraninin
gecirgenligini arttirarak hlcre icin yasamsal 6énemi olan bilesiklerin
(aminoasitler, nukleotitler ve potasyum gibi) disari sizmasina neden olarak
bakterisit etki olustururlar. Bu etki mekanizmasi ile etkili olan antibakteriyel
ajanlarin gelisimini tamamlamig bakterileri de etkili olduklari bildirilmistir.
Bu gruba giren ilaglar: Polien antibiyotikler ve antifungal etkili imidazol

tirevleri. 1920

2.3.3. Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek etki gbsteren

antibakteriyel ajanlar

Cogunlukla genis spektrumludurlar. Bu gruba giren birgok
antibakteriyel ajanin bakteriyostatik etkili oldugu, bazilarinin ise bakterisit
etkili oldugu bildirilmistir. Bu sekilde etkili olan ilaglarin bazilari bakterilerin
ribozomlari ile kombine olurlar ve ribozomlar iginde, mRNA tarafindan
ybnetilen protein sentezini bozarlar. Bunlar genellikle memeli

hicrelerindeki protein sentezini etkilemezler ¢inki memeli hicrelerindeki

11



ribozomlar, bakteri ribozomlarindan ézellikle ribozomal RNA molekillerinin
sayisi ve bilesimi bakimindan farkl olduklari igin ilaglara duyarlilk
acisindan da farklhilik  gdstermektedir.  Bakteri  ribozomlarinin
sedimantasyon katsayisi 70S iken, memeli ribozomlarindaki 80S'tir.
Bakterilerde mRNA’daki kodlanmis mesajin c¢evrilmesi sonucu 6zgul
proteinin (peptit zincirinin) olusturulmasindan 30S alt birimi sorumludur,
508S alt birimi ise peptit bagi olusmasini katalize eder. Bakterilerde protein
sentezi dért basamakta gerceklesir (tRNA aktivasyonu, baslama, uzama,
protein sentezinin sonlanmasi ve proteinin ribozomdan ayrilmasi). Bu
gruptaki kemoterap6tik ajanlar protein sentezini, cesitli basamaklarda
etkileyerek bozarlar. %%

Bu gruba giren ilaclar: Aminoglikozitler, tetrasiklin, kloramfenikol,

makrolitler, linkozamitler.

2.3.4 Nikleik asit sentezini bozarak etki gésteren antibakteriyel ajanlar

Gogu memeli hlcresine de etkili olup antineoplastik olarak
kullanilirlar. Memeli hlcresine etkili olmayan kinolonlar ve rifamisinler gibi
ajanlar kemaoterapdtik olarak kullanilirlar. Kinolonlar (nalidiksik asit,
oksolinik asit ve florokinolonlar), bakterinin tiriine gére DNA-giraz enzimini
(topoizomeraz) inhibe ederek DNA fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olur. Memeli topoizomerazlan farkh bir yapida olduklari i¢in etkilenmezler.
Mitomisin ve benzerleri, DNA cift zinciri arasinda capraz baglanmayi ve
DNA replikasyonunu engelleyerek etkili olduklari bildirilmigtir. Rifamisinler
(rifampisin ve rifabutin gibi), DNA'ya bagimli RNA-polimeraz enzimini
19,20

inhibe ederek mMRNA sentezini yani transkripsiyonu engellerler.

Bu gruba giren ilaglar: Kinolonlar, rifampisin.
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2.3.5. intermediyer metabolizmayl bozarak (antimetabolit etki) etki

gosteren antibakteriyel ajanlar

Bunlar bakteri metabolizmas! igin gerekli olan bazi
maddelerin (folik asit gibi) sentezini énlerler. Bakteriler icin antimetabolit
niteliginde olan maddelerdir. '%°
Bu gruba giren ilaglar: Silfonamitler, sdlfonlar, izoniazit, para

aminosalisilik asit (PAS).

2.4. Antibakteriyel Bilesiklerin Etki Derecesi

Kemoterapdétikler mikroorganizmalar Uzerinde yaptiklari
etkinin derecesine gbre iki gruba ayrilirlar: Bakteriyostatik olanlar ve

bakterisit olanlar.?"?2

Bakteriyostatik etki: Bakteri hlcrelerinin gelismesinin ve Uremesinin

durdurulmasidir. Gelismesi ve Uremesi durdurulan bakteriler, vicudun
savunma sistemleri tarafindan yok edilir. Bakteriyostatik etki giclinin
gostergesi minimum inhibitér konsantrasyondur (MiK). Bu deger ne kadar

kiiciikse ilacin bakteriostatik etki glicii o kadar fazladir. 2'??

Bakterisit etki: Bakteri hlcresinin direkt olarak éldirtlip yok edilmesidir.

Bakterisit etki glclinin gdstergesi minimum bakterisit konsantrasyondur
(MBK).21’22
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2.5. Direnc Gelismesi ve Diren¢ Cesitleri

Bakteri ve diger mikroorganizmalarin bir 6zelligi olup genel
anlamiyla onlarin kemoterapétik ila¢ tarafindan etkilenmemesi demektir.
Antibiyotik direnci iki baglik altinda siniflandinlabilir:

2.5.1. Dogal Direng¢: Bazi mikroorganizma turleri belirli bir kemoterapotik

ilaca dogal olarak direnclidir yani o ilag tarafindan etkilenmezler.'

2.5.2. Kazaniimis Direng: Bakteri populasyonunun ilacla ilk temasa

gelisinde ilagc bakteriler Gzerinde etkilidir. Ancak temas slresi boyunca
veya yinelenen temas sirasinda antibakteriyel etkisine kargi direng gelisir.
Direng gelisiminin gdstergesi ilacin o mikroorganizmadaki MiK ve MBK

degerlerinin giderek yikselmesidir. '°
Kazanilmis direng iki trli meydana gelebilir:

- kromozomal mutasyonla olusan direng

- plazmid ve transpozonlar araciligi ile olan direng

2.5.2.1. Kromozomal mutasyonla olan direnc

Bu sekilde dirence yol acan mutasyon olayl bakterinin
kemoterapétik ilag ile temasina bagl degildir. Mutasyon bakteride
genellikle spontan olarak olusmaktadir. Kromozomal mutasyonla olan
direncin plazmidler veya transpozonlar aracilidi ile olana gére daha seyrek
gorildigi bildiriimistir.'®
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2.5.2.2. Direnc geninin alinmasina bagli kazanilmis direnc (Plazmid ve

transpozon aracili)

Plazmidler bakterilerin kromozomlari disinda kalan ufak
DNA parcalaridir, kromozomlardan bagimsiz olarak replikasyona ugrarlar.
Diren¢ genleri tasiyan plazmidlere direng plazmidleri (R plazmidleri) adi
verilir. Direncin tasinmasinda rol oynayan diger bir 6zel DNA parcasi
transpozondur. Bunlar hem kromozomal DNA hem de plazmidler Gzerine
sokulabilen daha ufak ve hareketli DNA parcalaridir. °

2.5.2.2.1. Plazmidlerin transferinde rol oynayan mekanizmalar'®*'

Transduksiyon

Bakteriofajlar yani bakteri virlsleri direngli plazmidin

tasiyicihgini yapar.

Konjugasyon

Direncli bakteri, duyarli bakteriyle sitoplazma kdprusi
olusturur ve R plazmidlerinden biri duyarl hlcreye gecer ve onu direngli

yapar.

Transformasyon

Bakterinin lizisi sonucu ortama dékilmuis R plazmidleri veya

DNA kirintilari duyarli bakteri tarafindan alinir, direngli duruma gecer.
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Hlcreden hlcreye tasinan bu direng materyalleri bakteri
hiicresinde cesitli olaylara neden olmaktadir.'® Bunlar;

- llaci parcalayan veya degistiren enzimlerin olusmasi
- llacin hiicre icindeki hedefine baglanmasinin azalmasi
- Hlcre ¢eperinin ilaca gegirgenliginin azalmasi

- llacin hiicre disina atiimasi (efflux)

Efffux purmg "f. @

Flasmid

Antibiotic

Sekil 5: Diren¢ genlerinin bakteri hiicresinde neden oldugu olaylar

Bir kemoterapétik ajan c¢esidine karsi duyarlihdgini kaybeden
bakteri tlr, bu bilesige yakin kimyasal yapida olan veya farkli yapida
olup, benzer etki mekanizmasina sahip olan bilesiklere de direng
kazanabilir. Birden fazla antibakteriyel bilesige karsi gelisen dirence
“Gapraz Direng” denir.'®
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2.6. Antimikrobiyal Aktivite icin in Vitro Tayin Yéntemleri

Kemoterapdtiklerin mikroorganizma tzerindeki
bakteriyostatik veya bakterisit etkinliklerini in vitro olarak saptamak veya
mikroorganizmanin kullanilan kemoterapétik ajana kargi duyarhhgini

in vitro olarak belirlemek igin gesitli ydntemler gelistiriimistir.

Bu tayinlerin yapilmasi klinik tedavide uygun antimikrobiyalin
kullaniimasini saglar. Sonu¢ olarak antimikrobiyal ajanlara kargi direng

gelismesi de dnlenmis olur.

Antimikrobiyal aktivite in vitro kosullarda diftizyon ve dillisyon

olmak Uzere iki ydntemle belirlenir.

Difiizyon ybnteminde petri kutusunda hazirlanan kati besi
yeri Uzerine antibiyotik duyarliik durumu saptanacak mikroorganizma
yayilir ve Gzerine belirli araliklarla antibiyotik emdirilmis diskler yerlestirilir.
Her bir diskte bilinen dozda antibiyotik bulunur. inkiibasyondan sonra,
antibiyotik diskleri cevresinde farkli gapa sahip Greme inhibisyon zonlarinin
olusup olusmadigi incelenerek degerlendirme yapilir. Hig Greme inhibisyon
zonu olmamasi o mikroorganizmanin o antibiyotige direncli oldugunu

gosterir.?!

Diliisyon yénteminde antimikrobiyal ajanin MiK ve MBK
degerleri saptanir. Dilisyon yénteminde temel kural sivi veya kati besi yeri
icinde antimikrobiyalin belirli konsantrasyonlari hazirlanarak
mikroorganizma ile muamele edilir. inkilbasyondan sonra, antimikrobiyal
ajanin hangi konsantrasyonda mikroorganizma Uzerinde etkili oldugu

belirlenir.?!
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Diflizyon yéntemi sadece kati besi yerlerine uygulanabildigi

halde, diliisyon yéntemi hem kati hem sivi besi yerlerine uygulanabilir

Sivi  besiyerlerinde mikroorganizmalarla antimikrobiyaller
dogrudan temasta bulunduklar igin sonuglar daha duyarlidir. Ancak bu
besiyerlerinde  mikroorganizmalar Uremeleri esnasinda olabilecek

degisikliklerden daha kolay etkilenirler.

in vitro olarak yapilan yéntemlerde Klinik ve Laboratuvar
Standartlari Enstitlsti (CLSI-Clinical and Laboratory Standarts Institue)
tarafindan belirlenen standartlar kullaniimaktadir.

Kullanilan yéntemlerin temel prensipleri farkli olsa da genel
olarak dikkat edilmesi gereken noktalar vardir. Kullanilacak olan
antibakteriyel ajan miktarinin hassas olmasi, saf olmasi ve herhangi bir
mikrobiyolojik etkinligi olmayan uygun c¢6zlclide c¢6zinmis olmasi

gerekmektedir.

Standart olarak kullanilan antibakteriyel ajanlar hazirlanirken

kimyasal ve fiziksel 6zellikleri g6z éniinde bulundurulmalidir.

Deneylerde  kullanilan  malzemeler  steril  olmahdir.
Mikroorganizmalarin besi yerlerine ekilecek olan inokulum miktarlarinin
standartlarina uygun olmasi gerekmektedir. Kullanilan besiyerleri
mikroorganizmalarin iyi UOredikleri besi yerleri olmali ve uygun pH da
olmalidir. CUnkl pH daki farkliliklar antimikrobiyal ajanlarin etki ve
potensinde artmaya veya azalmaya neden olabilmektedir. inkiibasyon

suresi kullanilan mikroorganizmanin cinsine gére uygun degerde olmahdir.
21,22
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2.7. Ure ve Tiyoiire Tiirevlerinin Genel Sentez Yéntemleri
Primer aminlerin izosiyanatlar ile tepkimesinden substitle Ure
tirevlerinin elde edildigi bildirilmistir.?*2*

oO——=0

H
R——N=—7=C—=0 + RNH, > R NH N

Rl
Potasyumsiyanatin  primer aminler ile tepkimesinden

sUibstitiie (re tlrevleri sentez edilmistir.?

H@

O——O

KOCN + RNH,

Y
0

NH NH,
Alifatik veya aromatik izosiyanatlarin dioksan iginde oda
sicakliginda trietilamin ile tepkimesinden elde edilen Urinin suyla

muamelesinden simetrik {re tlirevlerinin elde edildigi bildirilmistir.2°

(0]
1,4-dioksan | |
C

R—N—C—0O + EsN ———— » R—NH

R.T

ZT
s}

Aromatik acil azitlerin aminler ile tepkimesinden Ure
tiirevlerinin elde edildigi bildirilmistir.?”

H O

I H
Ar—C-N3 + R—-NH, —— > Ar—N-C—-N-R

Primer aminlerin karbondioksit ile tepkimesinden olusan
N-alkilkarbamik asit amin tuzlarinin isitiimasi ile simetrik Ure tUrevleri
hazirlanmistir.?®

H -
R—NH + GO, R—N——C—0] HN" 3~ R—NH—C——NH—R
-2
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Amonyumtiyosiyanatin primer aminler ile tepkimesinden

slibstitiie tiyoiire tirevleri sentez edilmistir.?®

O—w

NH,SCN + RNH, ———» R—NH NH,

Alifatik veya aromatik izotiyosiyanatlarin dioksan iginde oda
sicakliginda trietilamin ile tepkimesinden elde edilen Urinin suyla

muamelesinden simetrik tiyoiire tiirevlerinin elde edildigi bildirilmistir.%

1,4-dioksan | |
R——N=—=(C=—=S + EtsN - R NH C

R.T

ZT
uy)

Amonyak ve primer aminlerin izotiyosiyanatlar ile
tepkimesinden sUbstitle tiyolre tlrevlerinin elde edildigi literatlrde
kayithidir.3'32

O—wm

H
N R’

R—N——C=——=S + RNH, » R—NH
Primer aminlerin karbonsulfir ile tepkimesinden olusan

N-alkilditiyokarbamat tuzlarinin 1sitiimasi ile simetrik tiyolre tdrevleri

hazirlanmistir. 2
S

H -
R—NH,+ CS— R——N——C—35] HsN" e R—NH—C——NH—R
-2
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2.8. 2-Okso-3H-Benzoksazol ve Tirevleri

2.8.1. 2-Okso-3H-benzoksazol ile ilgili Genel Bilgiler

2-Okso-3H-benzoksazol, benzen ve 2-oksazolinon
halkalarinin kaynasmasindan olusmus heterosiklik bir bilesiktir. 2-Okso-
3H-benzoksazol, 2-benzoksazolinon ve 2(3H)-benzoksazolon olarak da

5 N 3
@ O
6 d2
1

7

isimlendirilmektedir. 2

2-Okso-3H-benzoksazol, erime derecesi 139-140 °C olan bir
bilesiktir.3*  2-Okso-3H-benzoksazoliin  sulu ¢dzeltilerinde pH<5'te

noniyonize, pH>11.5'de iyonize halde bulundugu bildirilmistir. *°

2-Okso-3H-benzoksazol, 2-hidroksibenzoksazol ile
totomerizm go6sterir. Spektral ve kimyasal bulgulara dayanilarak bu
totomer dengenin laktam formu lehine oldugu belirtilmistir. ¢

o= 0
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2.8.2. 2-Okso-3H-benzoksazol Yapisinin Genel Sentez Ydntemleri

2-Okso-3H-benzoksazol halkasi ilkk kez 1876 yilinda
Groenvik tarafindan etil(2-hidroksifenil)karbamattan hareketle sentez

edilmistir.%’

H H
N O _OH N
@E \Oit t ®[0>=O

o-Aminofenol veya tuzlarinin Gre ile reaksiyona sokularak
2-0kso-3H-benzoksazol elde edilmesi ilk defa Sandmeyer tarafindan

gerceklestiriimistir.®®

NH; 0 N
+ J]\ —_— >=O
OH H2N NH2 O

Close ve arkadaslar o-aminofenol ve fosgenden hareketle,
etilasetat icerisinde ve susuz potasyum asetat varliginda % 90 verimle
2-okso-3H-benzoksazol elde etmistir.3*

NH, H
R@ i [ N>=
+ R (@)
OH Cl)j\CI =

Yy

Graebe ve Rostovzeff salisilamitten hareketle Hoffman
tepkimesi sartlarinda olusturulan izosiyanat tirevi Gzerinden 2-okso-3H-
benzoksazol elde edilebilecegini belirtmislerdir.*
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ONa

CONH2 - a0ci A

PR — .

o—=
/
(@)

OH OH OH

N
N
(-
o)
Ostaszynski ve arkadaslari, salisilhidroksamik asit ve

etilkloroformat ile Lossen g¢evrilmesi sonucu 2-okso-3H-benzoksazol elde

etmislerdir.*°

CONHOH KOH/CH4OH CONHOCO,CH,CHs
+  CICOOCH,CHy ————=
OH o
H
N N
 — <
—0 C§
e} (e}
OH

Curtius tepkimesi sartlarinda, salisilhidrazitten hareketle
2-okso-3H-benzoksazol hazirlanabilmektedir.®
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CONHNH2
Nx
@ \C\
: o
OH
H
N
>:O
(@)

2-Okso-3H-benzoksazol eldesinde  salisiik asit ve
tirevlerinden yararlanilmig, ancak bu ydntemler verimin disUklGgu ve

saflastirma iglemlerindeki gugliukler nedeniyle 6nemini yitirmistir.

Yamahara ve Takamatsu 1973 yilinda, o-nitrofenol ve
karbon monoksitten hareketle vanadyum oksit veya rodyum klorlr
varliginda % 88 verimle*', Nagase 1983 yilinda o-nitrofenol ve karbon
monoksitten hareketle selenyum ve trietilamin varliginda %97 verimle*,
White ise 1986 yilinda yUksek isi ve basingta o-nitrofenol ve karbon
monoksitten hareketle palladyum klorir ve piridin varliginda %91 verimle*

2-0okso-3H-benzoksazol elde etmigtir.

V5,05 veya RhCly

NO, /
Se/(CoHs) >_
+ THF
OH \
PdCl,

t, P

Kervennal ve Cognion ise o-nitrofenoll, piridin-1,2-
diklorobenzen karisiminda, Pd-Mo varliginda, karbon monoksit ile 200 bar
basing ve 200°C sicaklikta sicaklikta tepkimeye sokarak 2-okso-3H-

benzoksazol sentezlemistir .**
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NO, H
Pd/Mo N

+ CO —— » >:o
OH P.1 o

Boeshagen ve Geiger, 3-okso-1,2-benzoksazol’'un i1s1 sonucu
%50-80 verimle, fotokimyasal olarak ise 9%80-90 verimle 2-okso-3H-

benzoksazol'a gevrildigini bildirmislerdir.*®

C
e /

R / hv veya s R N
NCOR >
R; 0 R] 0

OR
>:O

Benzer bir ¢aligmada 3-hidroksi-1,2-benzoksazolin basing
altinda 450°C’de isitilmasiyla 2-okso-3H-benzoksazol’a cevrildigi

bildirilmistir.*®
H
G —C
(0]
OH

Drent, o-nitrofenol, fenentrolin, palladyum asetat, bis
(2-metoksieter) (diglim) ve bakir tosilat karisiminin otoklavda 75 bar
basin¢ altinda 145°C’de karbon monoksit ile 4 saat isitilmasi sonucu
%100 verimle 2-okso-3H-benzoksazol elde edildigi bildirilmigtir.*”
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N~

NO, |
N\ + Pd(OAc)2+ CH30CH,CH,OCH,CH,OCH34
+ | _— + Bakir tosilat

OH

CO, t

Co-

1988 Yilinda vyapilan bir c¢alismada ise 4-slbstitle-2-
nitrofenolln trietilamin varliginda su, elementel kukdrt ve karbon monoksit
ile redUktif karbonilasyonu ile 2-okso-3H-benzoksazol elde edilebilecegdi

belirtiimistir.*®

2-Okso-3H-benzoksazol tilrevleri o-aminofenollerin fenil

kloroformatla tepkimesi ile de elde edilebilmektedir.*®
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Ry
R ’
R
R, NH,  CgHgOCOCI, NaHCO; 2 N
- >:o + C4H5OH
NaOH
Rj 0
R; OH

Ry=H,NO, Rj,=H, CHg, NOy, CO,Et Ry =H, CHgz, OCH,
Meth-Cohn ve Rhouati, azidoformatlardan hareketle

gelistirdikleri ‘sprey piroliz’ ydntemiyle molekdl i¢i nitren atagini iceren bir
mekanizma ile 2-okso-3H-benzoksazol sentez ettiklerini bildirmislerdir .>

o o o
\f 300-350 °C
- —0
0. 1-0. 2 mmHg
N3 N
H

R = H, CHg, CI, CgHs

Khajavi ve arkadaslari 1996 yilinda yaptiklari calismada
2-aminofenol ve Ureden hareketle mikrodalga 1sinimi varhidinda %89
verimle 2-okso-3H-benzoksazol elde etmiglerdir. Mikrodalga 1sinimina
maruz kalma islemi reaksiyonun kontroll agisindan iki basamak seklinde

ve basamaklar arasinda sogutma siiresi uygulanarak gerceklesmistir.”’

H
NH, (e} N

+ )k —_— >—_;O
OH HoN NHy o}

1. Basamak = 210 Watt, 1 dakika
2. Basamak = 385 Watt, 2, 5 dakika
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2.8.3. 5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol Yapisinin Genel Sentez Yontemleri

2-Amino-4-klorofenol hidrokloririn Ure ile %60’k salftrik
asit varhginda tepkimesi sonucu % 95 verimle kas gevsetici etkili 5-kloro-
2-okso-3H-benzoksazol (klorzoksazon) elde edildigi bildirilmistir .>?

N H

Cl
Cl NH;.Cl o) H,S0, N
+ )k - >:O
HoN NH, o

OH

1986 Yilinda yapilan bir calismada 4-kloro-2-aminofenolin
ekivalan miktarda di-2-piridil karbonat (2-DPC) ile metilen klorir iginde
tepkimesi sonucu %94 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde
edildigi bildiriimistir.>

H
Cl NH, N al N
+ O metilen kloriir > o
_—
P )k oda Isisl o
(6] (6]

OH N
N
AN

1989 Yilinda vyapilan bir calismada, S,S"-bis(1-fenil-1H-
tetrazol-5-il) ditiyokarbonat ve 4-kloro-2-aminofenoliin oda 1sisinda
reaksiyonu sonucu %92 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde
edildigi bildirilmistir.>*
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S 12 saat
| * -
Ph oda ISISI
Ph\N

Prakashe ve arkadaglari, 2001 vyilinda vyaptiklari bir
calismada 5-klorosalisilamitin iyodobenzen diasetat (IDB) ile tepkimesi
sonucu %68 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde edildigini

bildirmislerdir.>®

H
Cl Cl N
NH, 1BD, KOH/MeOH
- >:O
0°C o)

Kim ve Varma, 2004 yilinda yaptiklari bir galismada, 4-kloro-

2-aminofenol ve Urenin ¢inkooksit katalizori varliginda mikrodalga 1sinimi
altinda tepkimesi sonucu %75 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
elde edildigini belirtmislerdir.*

cl NH, __ ZnO,DMF
+ MW, 150 W, 71 kPa >7o
HoN NH, 120 °C, 10 dakika
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2.8.4. 2-Okso-3H-benzoksazol Yapisinin Kimyasal Tepkimeleri

2.8.4.1. Benzen Halkasina Siibstitlisyon Tepkimeleri

2-Okso-3H-benzoksazoldaki benzen halkasi (zerine acil
grubunun  elektrofilik  sUbstitisyonunun, Friedel-Crafts  acilasyonu
sartlarinda (polifosforik asit (PPA) icinde karboksilli asitlerle veya AlCls-
DMF veya AICI3-CS; icerisinde asit klorlr veya anhidritlerle) molekilin

6 numarali konumundan gerceklestigi belirlenmistir.>’
RCOCI yada (RCO,)O

H

N AICI;-DMF

>:O >:O
o veya RCOOH, PPA R

R = Alkil yada aril

2-Okso-3H-benzoksazolun benzen halkasinin Friedel-Crafts
acilleme tepkimelerinde; acilleyici ajan olarak asit klorGrli veya anhidritleri,
katalizér olarak Lewis asitleri, 6zellikle aluminyum Klorlr, ¢6zicl olarak da
karbon siilfiir, nitrobenzen veya diklorometan kullaniimaktadir.®” Acilleme
tepkimelerinde AICI3-DMF/ 2-okso-3H-benzoksazol oraninin 7-11 oldugu

durumlarda verimde ve hizda artis gérilmektedir.>’

2-Okso-3H-benzoksazolun acillenmesi, Friedel-Crafts
acilleme tepkimesinden baska c6zicu ve katalizér olarak PPA kullanilarak
da gerceklestiriimektedir. Alifatik, aromatik ve arilalifatik karboksilli asitlerle
yapilan acilleme tepkimeleri polifosforik asit icerisinde ylksek verimle
yUriimektedir.®® PPA polimer bir yapiya sahiptir, organik maddeler icin iyi
bir ¢6zlcudir ve aromatik sUbstitlisyon tepkimesine girme egilimi
gbstermez. Akiskanliginin az olmasi nedeniyle PPA ile 90°C’nin altinda
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calisilmasi zordur. Ayrica PPA’nin tepkimesi sonrasi hidrolizi gigttr. Bu
kullanim zorluklarina ragmen PPA acilleme tepkimelerinde en ¢ok tercih
edilen ¢dzucudur.

AICI3-DMF reajani kullanimi sirasinda AlCl3 tliketiminin fazla
olmasi ve en iyi kosullarda bile 6-benzoil-2-okso-3H-benzoksazolun
verimin ddstk olmasi nedeniyle, Ucar ve arkadaslar 2-okso-3H-
benzoksazolu 6. konumundan agillemek icin 6nce 2-okso-3H-
benzoksazolu 3 numarali konumundan asit anhidrit veya agcil halojendr
varhiginda trietilamin ve THF icerisinde agillemis, daha sonra N-acil tlrevini
AICI; ile 165°C’de 3 saat isitarak 6-acil tlrevini yliksek verimle elde

etmistir.>®

Q

i H
N N N>
a b O
@[ >=O —_— @[ >=O —» R o)
0] (0]
O
a = RCOCI veya (RCO),0, TEA, THF, reflux, 2 saat
b = AICl3, 165°C, 3 saat

1999 Yilinda yapilan bir ¢alismada, Liacha ve arkadaslari
3-metil-2-okso-(3H)-benzoksazol ve benzoik asitten hareketle, mikrodalga

reaktérl icerisinde 275 Watt kullanarak 2,5 dakika sonunda %65 verimle

6-benzoil-3-metil-2-okso-(3H)-benzoksazol elde etmislerdir.®°

CHg
/
©i’\‘ CGHSCOOH PPA
>—o
o 275 W 2,5 dk
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2-okso-(3H)-benzoksazol nitrik asit ile nitrolandiginda
kullanilan nitrik asitin yogunluguna bagh olarak 6-nitro veya 4,6-dinitro-
2-okso-(3H)-benzoksazol elde edildigi bildirilmistir.°’

H
N
D
HNO; HNo3
d=1.42 d=15

NO, H

NeSRWe st

2.8.4.2. 3 Numarali Konumdan Sibstitisyon Tepkimeleri

2-0kso-3H-benzoksazol bazik ortamda alkil halojenurler ile
3-alkil tiirevlerini verirler.*

g [N
ﬁ / \ q -
R NaOH Qi o R1
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2-0okso-3H-benzoksazollerin  metil iyodUrin yani sira
dimetilstilfat ve diazometanla da tepkimeye girerek 3-metil tlrevlerine

62,63

dénlstigl  bildirilmigtir. Koyama ve arkadaslar 2-okso-(3H)-

benzoksazol ve diazometanin, reaksiyonu sonucu daha ¢ok 3-metil-2-
okso-benzoksazol ve bunun yanisira da bir miktar 2-metoksibenzoksazol

yapisinda bilesikler elde etmislerdir.®*

2-okso-3H-benzoksazollerin  formaldehit ile reaksiyonu

sonucu 3-hidroksimetil-2-okso-benzoksazol hazirlanmistir.®®

CH,OH

q N0+ seso— q o

Sekonder amin varhdinda Mannich bazlarini verdikleri

bildirilmistir.6>-®

CH2N

@% - @%

Hidroksilamin-o-silfonik  asit ile 3-amino-2-okso-3H-

benzoksazol hazirlanmistir.®’
NH
H e
x—N N
L e — [T
R/ Z 0 R/ Z 0
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Akrilonitril ile 3-(2-siyanoetil)-2-okso-3H-benzoksazol elde

edilmistir.%®
H N/CHQCHQCN
X A
| /Eo +  CHy=CH-CN —— @i >:o
/ Z 0 / Z 0
R R
2-0kso-(3H)-benzoksazollerin asit klorUrleri ile

tepkimelerinden  3-acil-2-okso-3H-benzoksazol  yapisinda  Grlnler

hazirlanmistir.®®

COR;
H /
XN N
‘ >:o +  R,COCI — = ‘ >:o
/ e / Z~J
R R
Alkil (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoat  tlrevlerinin

sentezinde genel olarak kullanilan yéntem 2-okso-3H-benzoksazolun
sodyum tuzunun olusturulmasi ve daha sonra bu tuzun haloalkanoik asit

esterleri ile uygun ¢dziicl icerisinde tepkimeye sokulmasidir. >

(/CH2 nCOOR1

)
Nt
NNa"  ci(CH,)nCOOR, N
>:O » R —0
o o

R = CI, Br R1 = H, CH3, CzH5
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(2-Okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit tlrevleri tg¢ farkli

ybntemle elde edilebilirler.

2-Okso-3H-benzoksazolun sodyum tuzunun haloalkanoik
asit tdrevlerinin sodyum tuzlan ile tepkimeye sokulmasiyla (2-okso-3H-

benzoksazol-3-il)alkanoik asit tiirevleri elde edilebilmektedir.”

) (CHNCOON
N N CICHy NGO Ola e
>:':' > R—|] >=0
0 g
l Ha0™
(PHNCOOH
M
R >=0
0

Haloalkanoik asit esterleri ile 2-okso-3H-benzoksazolun

sodyum tuzunun tepkimesinden elde edilen (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)
alkanoik asit esterlerinin hidroliz edilmesiyle (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)

alkanoik asit tiirevleri elde edilebilmektedir.”’

(CHZINCOOR

- +
St NE ey =
EJHCOOR1
R =0 - | —0
~€C R— L

l H 30+ weya OH-

[?ngnCOOH

-

R =l Br Ry = alkil
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Degisik yontemlerle elde edilen 3-(2-siyanoalkil)-2-okso-3H-
benzoksazol tirevlerinin asit ortamda hidrolizi ile (2-okso-3H-benzoksazol-

3-il)alkanoik asit tiirevleri elde edilmistir.”

H (CHaInCH

M M
: KCH 5InCH T
HOH =
] HCI, t
(:FHEJHCOOH

-

2.9. 2-Okso-3H-Benzoksazol Tiirevlerinin Biyolojik Etkileri

2-Okso-3H-benzoksazolin 6zellikle 3, 5 ve 6 numaral
konumlarindan yapilan stbstitiisyonlar ile farkh biyolojik etkiye sahip pek
cok bilesik elde edilmistir. 2-Okso-3H-benzoksazol tiirevlerinin hipnotik’®,
antikonviilsan’*’®, kas gevsetici’®, analjezik antienflamatuvar’”"®,
antihipertansif®®, kardiyotonik®', antiiilser®® ve antioksidan® oldugu

bildirilmistir.

2.9.1. Antibakteriyel ve Antifungal Etkili 2-Okso-3H-Benzoksazol Tilrevleri

2-Okso-3H-benzoksazollin antibakteriyel etkinligi ilk olarak
Martin ve Moss tarafindan calisiimis ve bilesigin P. aeruginosaya karsi
etkili oldugu bildirilmistir.®* Daha sonra Lespagnol ve arkadaslarinin
2-0kso-3H-benzoksazolin E. coliye kargi etklili oldugunu belirtmesiyle bu

alandaki calismalar yogunlasmistir.®®
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Virtanen ve arkadaslari  2-okso-8H-benzoksazol ve
6-metoksi-2-okso-3H-benzoksazolin E. coli ve S. aureusa Kkarsl
antibakteriyel, penicillum ve aspergilus’a karg! antifungal etkinligi oldugunu

bildirmislerdir.8587

Noda ve Tacquet ise yaptiklan farkli ¢alismalarda bazi
2-0kso-3H-benzoksazol tlrevlerinin thberklostatik etkinliklerini

saptamislardir.8:8°

ilerleyen yillarda gesitli arastirmacilar tarafindan 2-okso-3H-
benzoksazoliin  Mannich bazlari hazirlanmis ve bu bilegiklerin
antibakteriyel ve antifungal etkinligi incelenmis, oldukg¢a ylUksek etkinlige

sahip olduklari bildirilmistir.%*

Erdogan ve arkadaslar 3,6-diacil-2-okso-3H-benzoksazol
tirevi bilesiklerin Shigella flexneri, Salmonella typhi, P. aeruginosa,
P. vulgaris, S. aureus ve B-hemolitik Streptococcus’a karsl antibakteriyel

etkinlik gdsterdigini bildirmistir.>*

2-0kso-3H-benzoksazol ve  tlrevlerinin  Trichomonas
vaginalis'e kargi etkinlikleri incelenmis ve bazi tlrevlerin metranidazolden

daha giclu etkinlik gdsterdigi belirlenmistir.*
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Gokhan ve arkadaslar 6-agil-3-piperazinmetil-2-okso-3H-
benzoksazol tlrevlerini sentezlemigler ve bazi bilesiklerde referanslara

benzer antibakteriyel ve antifungal aktivite bulduklarini bildirmislerdir.®

/—\N_R
N\

Q1 L
)

O
Yan zincirde 2-okso-3H-benzoksazol halkasi tasiyan yeni
sefalosporin tirevi bilesikler sentez edilmis. Bu bilesiklerden bazilarinin

S. aureus ve S. epidermis’e karsi sefaleksin ve sefazolinden daha gucli

antibakteriyel etkinlige sahip olduklari bildirilmistir.®”

Antifungal etkinlige sahip ketokonazoliin piperazin halkasi
Uzerindeki asetil grubu N-metil-2-okso-3H-benzoksazol ile degistirilerek

yeni bilesiklere ulasiimis ve antifungal etkinlikleri incelenmistir.%®

CH,-O —< >—
J@W
ketokonazol
E< e OO
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal ve Yontem

3.1.1.1. Kimyasal Bilesikler

Bu calismada kullanilan tim c¢éztciller teknik ve analitik
niteliktedir.  Bilesiklerin  sentezinde  kullanilan  5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol, dimetil sllfat, benzilizosiyanat, 4-klorofenilizosiyanat,
4-metoksifenilizosiyanat, 4-klorofenilizotiyosiyanat, benzilizotiyosiyanat,
4-metoksifenilizotiyosiyanat, fenilizosiyanat ve p-tolilizosiyanat Aldrich,
sodyum hidroksit, N,N-dimetilformamit Merck, kalay klorGr, sodyum
karbonat Acros, fenilizotiyosiyanat, nitrik asit Fluka, yapilan analizlerde
kullanilan dimetilstlfoksit-dg (DMSO-dg) Aldrich, potasyum bromir ve
Silikajel 60 F2s4 (Kat. No: 5554) Merck firmasinin Grtnleridir.

Sentezlerde hareket ~ maddesi olarak  kullanilan
5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol, 5-kloro-3-metil-6-nitro-2-okso-3H-
benzoksazol ve 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol tlrevleri
literatlrde kayithdir. Ancak nitro ve amino tarevlerine ait fizikokimyasal ve

spektral analiz verileri bulunmamaktadir .

3.1.1.2. Sentez Yontemleri

3.1.1.2.1. 5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol

18.00 g (0,1 mol) 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol 140 ml 1M
sodyum hidroksit ¢dzeltisinde ¢6ézlldl, daha sonra 16.2 ml (0.17 mol)
dimetilsdlfat ilave edildi. Karisim oda sicakliginda 20 dakika karistiridi.
Sire sonunda 100 ml su ilave edildi Céken Grin stzild(, kurutuldu. Elde
edilen 0riin 17.5 g. Verim: %89.74. Erime derecesi: 184°C.%
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3.1.1.2.2. 5-Kloro-3-metil-6-nitro-2-okso-3H-benzoksazol

170 ml nitrik asit Gzerine sicakhgin 40-50 °C arasinda
kalmasi saglanarak 17.5 g (0.1 mol) 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol porsiyonlar halinde ilave edildi. ilave sonunda balon icerigi
buzlu suya bosaltildi. 10 dakika karistirildi. Céken madde stzlldd,
kurutuldu. Elde edilen Grin 20.0 g. Verim: %91.86. Erime derecesi:
157°C."°

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 8.22 (s, 1H, H’), 7.78
(s, 1H, H%), 3.39 (s, 3H, -CHs) ppm’de pikler grilir.

3.1.1.2.3. 6-Amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol

20.0g (0.087 mol)  5-kloro-3-metil-6-nitro-2-okso-3H-
benzoksazol ve 76 g (0.4 mol) kalay klortr Gzerine 200 ml etanol ilave
edildi. Balon igerigi geri ¢eviren sogutucu altinda 1.5 saat kaynatildi. Oda
sicakliginda % 25’lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 11-12 arasina
getirildi. 200 ml diklorometan ilave edildi. Fazlar ayrildi. Diklorometan
kuruluga kadar uguruldu. Metanol ilavesiyle ¢dken madde slzlldd,
kurutuldu. Elde edilen Grin 15.0 g. Verim: % 86.3. Erime derecesi:
228QC.100,101

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 7.16 (s, 1H, H%), 6.75
(s, 1H, H), 5.22 (s, 2H, -NH), 3.40 (s, 3H, -CH3) ppm’de pikler gérilir.
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3.1.1.2.4. Ure ve Tiyolire Tirevlerinin Genel Sentez Yoéntemleri

Yontem -1:

05 g (2.5 mmol) 6-amino-5-kloro-2-okso-3-metil-
benzoksazol 10 ml tetrahidrofuranda ¢ézuldikten sonra, 3 mmol uygun
izosiyanat veya izotiyosiyanat ilave edilerek karigim oda sicakliginda
karistinldi. Amino tdrevi tlkeninceye kadar reaksiyona devam edildi.

Coken Grin stizhld(, kurutuldu, uygun ¢dzlctden kristallendirildi.

Yontem -2:

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-2-okso-3-metil-
benzoksazol lzerine 11-16 mmol uygun izosiyanat veya izotiyosiyanat
tirevi ilave edilerek 100 °C’de karistirildi. Amino tiirevi tilkeninceye kadar
reaksiyona devam edildi. Metanol ve su ilave edilerek ¢oktlrtlen Grin

stizlldd, kurutuldu, uygun ¢ézicuden kristallendirildi.

Yontem -3:

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-2-okso-3-metil-
benzoksazol Gzerine 2-3 mmol uygun izosiyanat veya izotiyosiyanat tlrevi
ilave edilerek 65 °C’de karistirildi. Amino tlrevi tilkeninceye kadar
reaksiyona devam edildi. Gdken Grin s0z0ld(, kurutuldu, uygun
cbzictden kristallendirildi.
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3.2. Analitik Kontroller

3.2.1. Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri "Elektrothermal 9300" erime
derecesi tayin cihazinda saptanmistir.

3.2 2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

3.2.2.1. Materyal

Plaklar: Bu c¢alismada Silikajel 60 Fas4 hazir plaklari
kullaniimigtir.

Go6zucu sistemleri: Sentezlenen bilesiklerin gbzlendigi ince

tabaka kromatografisi ¢6zlct sistemleri agagida belirtilmistir.

S-1: n-Heksan: Etilasetat (50:50)

S-2: Diklorometan: Metanol (90:10)

S-3: Toluen: Metanol (80:20)

3.2.2.2. YOontem

Sdriklenme sartlan:  Go6zlcu  sistemleri  kromatografi

kOvetlerine konulduktan sonra oda sicakliginda doygunluk saglanmistir.
Sentez edilen bilesikler ile baslangic maddeleri uygun c¢oézlcllerde
cOzilerek hazir plaklara tatbik edilmistir. Oda sicakhdinda bildirilen ¢ézlict
sistemlerinde slriklenerek R; degerleri saptanmistir.
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Lekelerin _Belirlenmesi: Sentez edilen bilesikler ve sentez

baslangic maddelerine ait lekeler, UV lambasi (254 nm ve 366 nm)

kullanilarak belirlenmigtir.

3.2.3. Spektroskopik Yontemler

3.2.3.1. '"H NMR Spektrumlari

Spektrumlar bilesiklerin DMSO-ds icindeki ¢dzeltisinde,
Fargem A. S. deki Varian Mercury 300 MHz NMR spektrometresinde

alinip, 6 (ppm) skalasinda degerlendirilmigtir.

3.2.4. Elementel Analizler

Bilesiklerin  elementel analizleri CHNS-932 (LECO)
Elementel Analiz Cihazi ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez

Laboratuvarinda yaptiriimistir.

3.2.5. Kutle

Bilesiklerin tam kitle &lgiimleri, Gazi Universitesi Eczacilik
Fakuiltesi Merkez laboratuvarinda, ultraperformansh ytksek basingl sivi
kromatografisi (UPLC) (Waters Corporation, Milford, USA) ile birlestiriimis
Micromass LCT Premier XE, Waters (Milford, MA, USA) marka ylUksek
¢6zUnUrlOkIU katle spektrometresinde (HRSM), elektron sprey iyonizasyon
(ESI) yéntemi kullanilarak tayin edilmistir.
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3.3. Biyolojik Aktivite Caligmalari

Biyolojik aktivite calismalari Gazi Universitesi Eczacilik

Fakuiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapiimistir.

3.3.1. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Caligmalar

3.3.1.1. Mikroorganizmalar

Calismada, Escherichia coli ATCC 25922, E.coli ATCC
35218, E.coliizolat (ESBL: Extended spectrum beta lakamaz enzimi igerir,
batin beta laktam antibiyotiklere direnclidir), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, P.aeruginosa izolat, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
S.aureus izolat MRSA (metisiline direngli S.aureus), Enterococcus faecalis
ATCC 29212, E.faecalis izolat, Candida albicans ATCC 10231, C.krusei
ATCC 6258 suslari kullaniimistir.

3.3.1.2. Mikrodilisyon Yontemi

Calismada Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
M100-S16'% ve M27-A'% dnerileri dogrultusunda mikrodillisyon yéntemi
kullanilarak yeni sentezlenen bilesiklerin ve standart antibiyotiklerin

minimum inhibisyon konsantrasyonlari (MiK) saptanmistir.

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck), Mueller Hinton Broth
(MHB) (Merck), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Merck), Sabouraud
Liquid Medium (SLM) (Merck) ve MOPS ile pH:7’ye tamponlanmig L-
glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri (Sigma) kullaniimistir. MHA, MHB,
SDA ve SLM 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak, RPMI besiyeri, milipor
filtreden shzllerek steril edilmigtir.
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Bakteriler icin MHA, mayalar icin SDA kaltir plaklarinda
dretilmis olan kolonilerden 3-5 tanesi secilmis ve 6ze ile alinarak sirasiyla
MHB ve SLM besiyerlerine aktariimistir. Sivi besiyerlerindeki kulttirler
sirasiyla 37 ®C’de ve 35°C’de 0.5 McFarland standardina ulasincaya kadar
inkibe edilip, kultirin bulanikh@i, GOzerine sivi besiyeri eklenerek
ayarlanmigtir. Ayarlanmis inokulum stispansiyonu hazirlandiktan sonra 15
dakika icinde inokilasyon sonunda her kuyucukta bakteriler icin 10*
CFU/mL, mayalar icin 10° CFU/mL olacak sekilde sivi besiyerinde

sulandiriimistir.

Bakteri  inokllasyonu vyapilacak olan  mikrodilisyon
plaklarinin her kuyucuguna 100uL katyon ayari yapilmis MHB, maya
inokulasyonu yapilacak olan mikrodilisyon plaklarinin her kuyucuguna
100pL MOPS ile pH:7’ye tamponlanmis L-glutamin iceren RPMI 1640
besiyeri eklenmistir.

Calismada, ampisilin (Mustafa Nevzat ilag Sanayii),
ofloksasin (Zhejiang Huangyan East Asia Chemical CO. Ltd.), Vankomisin
(Mayne Pharma), Amoksisilin/klavulanik asit (2:1) (Deva lilag) ve
amfoterisin B (Bristol Myers Squibb) ve Flukonazol (Pfizer)'un Gretici

firmalardan temin edilen standartlari kullaniimistir.

Antibiyotiklerin ~ stok  solldsyonlarinin  hazirlanmasinda
kullanilan ¢ézlculer asagida verilmigtir.
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Antibiyotik Cozicu

Ampisilin 0.1M pH:8 fosfat tamponu
Ofloksasin 0.1 M NaOH
Vankomisin Su

Amoksisilin/klavulanik asit 0.1mol/L pH:6 fosfat tamponu
Amfoterisin B Su

Flukonazol 1:9 su:etanol

Antibakteriyel ve antifungal etkileri arastirilan yeni

sentezlenen bilesikler dimetil stlfoksit (DMSO) (Merck) ile ¢dzulmastir.

Stok sollsyonlari  hazirlanan  antibiyotikler ve  yeni
sentezlenen bilesikler, mikrodilisyon plaklarinin ilk kuyucuklarina 100puL
hacimde eklenmigstir. Bdylece stok sollisyondaki madde konsantrasyonu
cift katli olarak sulandiriimis olur. Cok kanalli mikropipet kullanilarak cift
katll dilisyona devam edilip mikrodilisyon plaklarinin takip eden
kuyucuklarinda da antibiyotik konsantrasyonu her defasinda yari yariya

azaltiimistir.

Dilisyon iglemi tamamlandiktan sonra, mikrodilisyon
plagindaki her kuyucuga, hazirlanan inokulum sidspansiyonlarindan 10uL
inokUlasyon yapilmigtir.

Her mikrodillsyon plaginda sadece besiyeri ve
mikroorganizma iceren ve sadece besiyeri iceren kontrol kuyucuklari
eklenmigtir. Ayrica kullanilan tim c¢6zUculerin antimikrobiyal etkilerine

bakilmistir.
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Bakteri inokile edilmis mikrodilisyon plaklari 37°C’de 16—-20
saat, maya inokile edilmis mikrodillisyon plaklari 35°C’de 24—48 saat sire
ile aerop kosullarda etlivde inklbe edilmisgtir.

MiK, mikroorganizmanin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki
Uremesini tamamen inhibe eden en dusik ilag konsantrasyonu olarak
saptanmistir.

3.3.2. Antimikobakteriyel Aktivite Caligsmalari

3.3.2.1. Mikroorganizma

Galismada virtilan oldugu bilinen Mycobacterium tuberculosis
H37RV ATCC 27294 susu kullaniimigtir.

3.3.2.1. Mikrodilisyon Yéntemi
Calismada mikrodiliisyon ydntemi olarak mikropleyt alamar

mavisi ydntemi (MABA) kullanilmistir.'%

Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 susunun
7H11 Middlebrook agar besiyerinde (Becton Dickinson) subkiltir
yapimistir.  Mc Farland-1  bulaniklik standardina gbre bakteri
stispansiyonu hazirlanmistir. Stspansiyon icin %0.04 Tween—80 ve %0.2
bovin serum albumin kullaniimistir. Sitispansiyon 1:25 oraninda 7H9GC
broth (Becton Dickinson) besiyerinde dilie edilmis ve inokulum olarak bu
bakteri sispansiyonu kullaniimistir.

izoniazit  (sigma) distile suda  c¢ozilerek  8ug/ml

konsantrasyonda hazirlanmigtir.

96 kuyucuklu mikropleytin en disg sirasina buharlasmayi
engellemek igin 200ul steril distile su koyulmustur. Kalan kuyucuklara

100pl 7H9GC sivi besiyeri eklenmistir. Stok sollisyonlari hazirlanan
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antibiyotikler ve yeni sentezlenen bilesikler, mikrodilisyon plaklarinin ikinci
kuyucuklarina 100uL hacimde eklenmistir. Bdylece stok solUsyondaki
madde konsantrasyonu cift kath olarak sulandinimis olur. Cok kanall
mikropipet kullanilarak ¢ift katl dilisyona devam edilip mikrodilisyon
plaklarinin takip eden kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her

defasinda yari yariya azaltiimistir.

Son kuyucugun madde ve ila¢ icermemesi saglanarak
mikroorganizma kontroll olarak kullaniimistir. Bitiin kuyucuklara 100l
Mycobacterium tuberculosis susunun &énceden hazirlanan inokulum
sollisyonu eklenmistir. Mikropleytler parafilmle kaplanarak 37° C’de 5 glin
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 1:1 oraninda alamar mavisi
(AbD Serotec) ve %10 tween 80 slispansiyon taze olarak hazirlanmis ve
50ul sUspansiyon mikroorganizma kontrol kuyucuklarindan birine
konulmustur. Tekrar 37°C de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin
rengin pembeye dénlsmesi sonucunda diger kuyulara da ayni sekilde
hazirlanan alamar mavisi sispansiyonu eklenmis ve 37 °C’de inklbasyona
birakilmigtir. Ertesi gin butin renkler izlenmis ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu degeri olarak maviden pembeye ddnlsen en disik
konsantrasyon tespit edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Calismalar

4.1.1. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-feniliire (Bilesik 1)

o {
sWp s

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.32 ml (2.9 mmol) fenilizosiyanattan hareketle genel

sentez yontemi-3’e gbére elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan karigsimi kullanilarak temizlendi. Elde edilen Grln
0.1 g. Verim %20.

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. 366 °C’de
dekompoze olur. Suda, etanolde ¢6zinmez, dimetilstlfoksit ve asetonda

¢6zandar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0.36; 0.64; 0.39'dur. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) 5 9.36 (s, 1H, -NH), 8.33
(s, 1H, -NH), 8.06 (s, 1H, H’), 7.52 (s, 1H, H*), 7.50-6.99 (m, 5H, H* H®,
H*, H°,H®), 3.32 (s, 3H, -NCHj3) ppm’de pikler grilir.
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Elementel analiz:

C15H12C|N303 . HQO: %GC %H %N
Hesaplanan 53.66 4.20 12.52
Bulunan 53.76 3.88 12.13

Kitle m/z (ESI*): 318 (M+1,100).

41.2. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metilfenil)lire

(Bilesik 2)
\@\ Oolji:[Ng:
0
NJ\N O
H H

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.36 ml (2.8 mmol) p-tolilizotiyosiyanattan hareketle, genel

sentez ydéntemi 3’ e gbre elde edildi.Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan karisimi kullanilarak temizlendi. Elde edilen Grin
0.103 g. Verim %12.3.

Sari renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 353 °C’dir. Suda,

etanolde ¢dziinmez, dimetilstlfoksit ve asetonda ¢6zundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0.39; 0.68; 0.36'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) 5 9.23 (s, 1H, -NH), 8.25
(s, 1H, -NH), 8.04 (s, 1H, H’), 7.48 (s, 1H, H%), 7.33 (d, 2H, H?, H®), 7.10
(d, 2H, H®, H®), 3.32 (s, 3H, -NCHs), 2.23 (s, 3H, -PhCHs;) ppm’de pikler

gbralar.
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Elementel analiz:

C16H14C|N303 .0.5 H20: %C %H %N
Hesaplanan 56.39 443 12.33
Bulunan 56.72 4.40 12.29

Kitle m/z (ESI*): 332 (M+1,100).

4.1.3. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-klorofenil)lire

(Bilesik 3)
Cl Cl N/
QOG-
NJ\N O
H H

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.43 g (2.8 mmol) 4-klorofenilizosiyanattan hareketle,

genel sentez ybntemi 1'e gbre elde edildi. Dimetilformamit-su ile
kristallendirildi. Elde edilen Griin 0.45 g. Verim %51.1.

Krem renkli, toz seklinde kristallerdir. E.d. 362 °C’dir. Suda,
alkolde, asetonda ¢6zinmez, N,N-dimetilformamit ve dimetilsulfoksitte

¢Ozundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0.31; 0.66; 0.41’dir. UV 1si1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) & 9.47 (s,1H, -NH), 8.34
(s,1H, -NH), 8.02 (s, 1H, H’), 7.51 (s, 1H, H%), 7.49 (d, 2H, H?, H°), 7.34
(d, 2H, H®, H°), 3.32 (s, 3H, -NCH3) ppm’de pikler grilir.

Elementel analiz
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C15H11C|2N303.0.5 HQO: %C %H %N
Hesaplanan 49.88 3.34 11.63
Bulunan 49.94 3.26 11.75

Kitle m/z (ESI*): 353 (M+1,100)

4.1.4. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metoksifenil)lire
(Bilesik 4)

/
o)
NJ\N O>=
H H

045 g (2.2 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol ve 0.45 ml (3.4 mmol) 4-metoksifenilizosiyanattan hareketle

genel sentez ydntemi 3’e gbre elde edildi. Kolon kromatografisi
etilasetat:hekzan (50:50) solvan karisimi kullanilarak temizlendi. Aseton
ve metanol karigimindan kristallendirildi. Elde edilen Griin 0.08 g. Verim:
%10.

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. 338 °C’de
dekompoze olur. Suda, alkolde, asetonda ¢dzinmez, dimetilsilfoksitte

¢6zandar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0.34; 0.62; 0.38°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 3 9.13 (s, 1H, -NH), 8.18

(s, 1H, -NH), 8.00 (s, 1H, H’), 7.44 (s, 1H, H%), 7.31 (d, 2H, H?, H®), 6.83
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(d, 2H, H®, H®), 3.66 (s, 3H, -OCHg), 3.32 (s, 3H,-NCH3) ppm’de pikler

g6ralar.

Elementel analiz

C16H14C|N304Z %C %H %N
Hesaplanan 55.26 4.06 12.08
Bulunan 54.80 417 11.90

Kitle m/z (ESI*): 348 (M+1,100)

4 .1.5. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-benziliire

(Bilesik 5)
oC'j@[N;:
0]
SR ERS
H H

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.3 ml (2.4 mmol) benzilizosiyanattan hareketle genel

sentez yéntemi 1’e gére elde edilip hekzan ile ¢oktlraldd. Filtre edildi. Elde

edilen Grtin 0.1 g. Verim: %12.

Krem renkte, toz seklinde kristallerdir. 254 °C’de dekompoze

olur. Suda, etanolde ¢éziinmez, dimetilstlfoksitte ¢ézindr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R deg@erleri sirasiyla 0.35; 0.63; 0.42°dir. UV 1s1dinda 254
nm’de mor leke seklinde gézlenir.
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"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8.20 (s,1H, -NH), 8.10
(s,1H, -NH), 7.50-7.20 (m, 7H, H* H’, H®, H®, H* H®, H°), 4.32 (s, 2H,
-CHy), 3.34 (s, 3H, -NCHj3) ppm’de pikler goruldr.

Elementel analiz

C16H14C|N3031 %C %H %N
Hesaplanan 57.93 4.25 12.67
Bulunan 57.95 4.39 12.50

Kitle m/z (ESI): 332 (M+1,100)
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4.1.6. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-feniltiyolire

(Bilesik 6)
O
NJJ\N o
H H

0.5 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol ve 2.0 ml (16.0 mmol) fenillizotiyosiyanattan hareketle, genel

sentez ydontemi 2’ ye gore elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan karisiminda temizlendi. Elde edilen Grin 0.14 g.
Verim %17.

Sari renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 202 °C’dir. Suda,

etanolde ¢bziinmez, dimetilstlfoksit ve asetonda ¢ézindr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢dziicl
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0.36; 0.75; 0.39°dur. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdzlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 9.92 (s,1H, -NH), 9.46
(s,1H, -NH), 7.53 =7.15 (m, 7H, H*, H’, H®, H®, H* H°, H®), 3.35 (s, 3H,
-NCH3), ppm’de pikler géralir.

Elementel analiz

C15H1ZC|N3OQS: %C %H %N %S
Hesaplanan 53.97 3.62 12.59 9.61
Bulunan 54.04 3.80 12.20 9.20

Kitle m/z (ESIY): 334 (M+1,100)
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4.1.7. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-
klorofenil)tiyolre (Bilesik 7)

o o N/

045 g (2.2 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.58 g (3.3 mmol) 4-klorofenilizotiyosiyanattan hareketle,

genel sentez yéntemi 3’ e gbre elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil
asetat-hekzan (50:50) solvan karisiminda temizlendi. Asetondan
kristallendirildi. Elde edilen Griin 0.1 g. Verim %12.

Sari renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 189 °C’dir. Suda,

asetonda ¢6zinmez, dimetilstlfoksitte ¢bzunr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R degerleri sirasiyla 0.31; 0.66; 0.40°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) & 9.88 (s,1H, -NH), 9.51
(s, 1H, -NH), 7.48-7.32 (m, 6H, H* H’, H®, H*, H®, H®), 3.30 (s, 3H,
-NCHj3), ppm’de pikler goruldr.

Elementel analiz

C15H11C|2N3OQSZ %C %H %N %S
Hesaplanan 48.93 3.01 11.41 8.71
Bulunan 48.80 3.10 11.42 8.72

Kitle m/z (ESI*): 369 (M+1,100)
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4.1.8. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metoksifenil)
tiyolre (Bilesik 8)

/
o)
NJ\N O>=
H H

0.1 g (0.5 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol ve 0.1 ml (0.7 mmol) 4-metoksifenilizotiyosiyanattan
hareketle, genel sentez yontemi 3’ e gére elde edildi. Kolon kromatografisi
ile etil asetat-hekzan (50:50) solvan karigiminda temizlendi. Metanolden
kristallendirildi. Elde edilen Griin 0.02 g. Verim %11.

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 188 °C’dir. Suda,

etanolde ¢éziinmez, dimetilstlfoksitte ¢bzinr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R degerleri sirasiyla 0.35; 0.64; 0.36°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gdézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 9.73 (s,1H, -NH), 9.30
(s,1H, -NH), 7.52 (s, 2H, H* H), 7.33 (d, 2H, H?, H®), 6.92 (d, 2H, H®,
H®), 3.74 (s, 3H, -OCHs3), 3.35 (s, 3H, -NCH3) ppm’de pikler gériiliir.

Elementel analiz

C16H14C|N303S . %C %H %N %S
Hesaplanan 52.82 3.88 11.55 8.81
Bulunan 52.39 3.98 11.56 8.53

Kitle m/z (ESI*): 364 (M+1,100)
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4.1.9. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-benziltiyolire

(Bilesik 9)
sC'j@[N;:
0
SaShe
H H

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 1.5 ml (11.3 mmol) benzilizotiyosiyanattan hareketle,

genel sentez yéntemi 2’ ye gbre elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil
asetat-hekzan (50:50) solvan karisiminda temizlendi. Elde edilen Grin
0.02 g. Verim % 2.3.

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 185°C’dir. Suda,

etanolde ¢éziinmez, dimetilstlfoksit ve asetonda ¢6zunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R¢ degerleri sirasiyla 0.36; 0.73; 0.39'dur. UV 1s1ginda 254
nm’de mor leke seklinde gézlenir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 9.34 (s,1H, -NH), 8.20
(s,1H, -NH), 7.56 — 7.25 (m, 7H, H* H’, H?, H®, H*, H®, H®), 4.72 (s, 2H,
-CHy), 3.34 (s, 3H, -NCH3) ppm’de pikler géralir.

Elementel analiz

C16H14C|N3028. HQO: %C %H %N %S
Hesaplanan 52.53 4.41 11.49 8.76
Bulunan 52.29 4.14 11.48 8.89

Kitle m/z (ESI*): 348 (M+1,100)
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4.2. Biyolojik Aktivite Caligsmalari
4.2.1. Antibakteriyel, Antigungal ve Antimikobakteriyel Aktivite Sonuclari

Tablo 1: Sentezlenen Bilesiklerin Test Edilen Mikroorganizmalara Karsi MiK
_(pg/ml) Degerleri

Bilegikler A B Cc D E F G H | J K L
1 128 | 32 256 | 128 | 128 256 128 | 16 | 256 128 | 128 128
2 128 | 32 256 | 128 | 256 512 128 | 32 | 256 128 | 128 128
3 128 | 128 | 256 | 128 | 128 256 128 | 16 | 256 64 64 128
4 128 | 32 256 | 256 | 256 512 128 | 64 | 256 | 256 | 128 128
5 128 | 64 | 256 | 256 | 128 | 256 | 128 | 64 | 256 | 64 64 | 256
6 128 | 32 | 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 256 | 256 | 64 32 128
7 256 | 64 | 256 | 128 | 256 | 512 | 128 | 128 | 256 | 256 | 128 | 128
8 256 | 128 | 256 | 128 | 256 | 512 | 128 | 256 | 256 | 128 | 128 | 128
9 256 | 32 | 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 128 | 256 | 64 32 | 256
Ampisilin 8 - 1024 - - 0.5 - 1 0.5 - - -
Ofloksasin | 0.03 | - 8 2 2 0125 |05 | 2 4 - - -
Vankomisin - - - - - 0.5 2 1 8 - - -
Amoksisilin-
klavulanik - 8 - - - - - - - - - -
asit (2/1)
Flukonazol - - - - - - - - - 1 64 -
Amfoterisin 0.125| 0.5 -
Izoniazit - - - - - - - - - - 0.125

A: E.coli ATCC 25922, B: E.coli ATCC 35218, C: E.coli izolat (ESBL), D: P. aeruginosa ATCC
27853, E: P.aeruginosa izolat, F: S. aureus ATCC 29213, G: S.aureus izolat (MRSA),

H: E. faecalis ATCC 29212, I: E.faecalis izolat (VRE), J: C. albicans ATCC 10231, K: C.krusei
ATCC 6258, L: M. tuberculosis H37TRV ATCC 27294
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez calimamizda 5-kloro-6-amino-3-metil-2-okso-3 H-
benzoksazollin c¢esitli izosiyanat ve izotiyosiyanatlar ile tepkimesinden
bes tanesi Ure ve dort tanesi tiyolre olmak Gzere toplam dokuz adet yeni
bilesigin sentezi yapildi, yapilari kanitlandi ve in vitro testler ile bilesiklerin
antibakteriyel, antifungal ve antimikobakteriyel etkileri degerlenirildi.

Bilesiklerin sentezi  5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolden

hareketle gerceklestirilmistir.

Sulu  sodyum hidroksitli ortamda  5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazolin dimetil silfat ile tepkimesinden 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol sentez edilmigtir.

Cl N (CH3)»S04
Ly -
o NaOH/H,0

Metilasyon artna olan 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazollin nitrik asit ile nitrolama tepkimesinden 5-kloro-6-nitro-3-
metil-2-okso-3H-benzoksazol tlrevi hazirlanmistir.

CH3 9H3
c N HNO “ N
>:O 3 >:O
o] O,N o
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5-Kloro-6-amino-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol ise 5-kloro-
6-nitro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazollin kalay klorlr ile rediksiyonundan
elde edilmistir.

Cl N SnCl, cl N
T — o
O,N 0 HoN o

6-Amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3 H-benzoksazol tdrevinin
izosiyonat ve izotiyosiyanatlar ile tepkimesinden sirasiyla Gre ve tiyolre

tlrevleri sentez edilmigtir.

CHs
CHy C N
cl N R—N=C=X ro L Ij: )=0
)=0 > N7 N 0
H,N (0] H H

X=0,8

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin yapilari "H-NMR, Mass ve

elementel analiz verileri ile kanitlanmistir.

Ure tiirevlerinin '"H-NMR spektrumlarinda & 9.47-8.10 ppm
aras! N-H protonlarina ait sinyaller géralmustdir.

1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-benziliire
tirevinde (Bilesik 5), 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolun H’, H* protonlari,
fenil halkasi protonlar ile birlikte & 7.50-7.20 ppm arasi multiplet olarak
g6zlenirken, diger dre tlrevlerinde; & 8.06-8.00 ppm arasi 5-kloro-2-okso-
3H-benzoksazol H’ ve & 7.52-7.44 ppm arasi 5-kloro-2-okso-3H-

benzoksazol H* protonlarina ait sinyaller gérilmistr.
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Tiyoire turevlerinin "H-NMR spektrumlarinda & 9.92-8.20
ppm aras! N-H protonlarina ait sinyaller géraimustar. 1-(5-Kloro-3-metil-2-
okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metoksifenil)tiyoure tlrevinde (Bilesik 8),
5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol H” ve H* protonlari & 7.52 ppm de tek bir
singlet olarak goriliirken, diger tiyolre tiirevierinde H’ ve H* protonlari,

fenil halkasi protonlari ile birlikte multiplet olarak gézlenmistir.

Elektrospray iyonizasyon (ESl) ydntemi kullanilarak
gerceklestirlen Mass analizlerinde, bdtin sonu¢ bilesikler pozitif
iyonizasyon teknig@i ile (M+1)"* iyonlari halinde % 100 bagil intensiteleri ile

kolayca izlenmigtir.
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: _(CH;
R

CHg
-
O
)n\NJ\N o
H H

X=0,S n=0 R=H,-Cl,-OCHs
X=0 n=0 R=CH,
X=0,S n=1 R=H
Tablo 2: Sentezlenen Bilesiklerin Test Edilen Mikroorganizmalara Karsi MiK (ng/ml) Degerleri
Bilesik R |n|lx| A|B| C|D|E| F |G|H]|I J | K| L
1 H 0| o |128| 32| 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 16 | 256 | 128 | 128 | 128
> CH, | 0 | 0| 128 | 32 | 256 | 128|256 | 512 |128 | 32 | 256 | 128 |128 | 128
3 cl | o| o | 128|128 | 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 16 | 256 | 64 | 64 | 128
4 LOCH, | 0 | 0 | 128 | 32 | 256 | 256 | 256 | 512 |128 | 64 | 256 | 256 |128 | 128
5 H 1 | o | 128 | 64 | 256 |256 | 128 | 256 | 128 | 64 |256 | 64 | 64 | 256
6 H 0| s | 128 | 32| 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 256 | 256 | 64 | 32 | 128
7 cl | o| s |25 | 64 | 256 | 128|256 | 512 | 128 | 128 | 256 | 256 | 128 | 128
8 LOCH, | 0 | S | 256 | 128 | 256 | 128 | 256 | 512 | 128 | 256 | 256 | 128 |128 | 128
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9 H 1] s | 256 | 32 | 256 | 128 | 128 | 256 | 128 | 128 | 256 | 64 | 32 | 296

Ampisilin - - - 8 - | 1024 | - - 0.5 - 1 0.5 ) ) )

Ofloksasin - - - 1003 | - 8 2 2 10125105 | 2 4 - - -

Vankomisin ; ; ) - - - ; - 05 ) 1 8 - - _

Amoksisilin-
klavulanik _ } . - 8 - - - - - - - - - .
asit (2/1)

Flukonazol - - -

Amfoterisin 0.125 | 0.5 -
B

Izoniazit ; ; . - - - - - - - - - - 0.125

A: E.coli ATCC 25922, B: E.coli ATCC 35218, C: E.coli izolat (ESBL), D: P. aeruginosa ATCC 27853, E: P.aeruginosa izolat,
F: S. aureus ATCC 29213, G: S.aureus izolat (MRSA), H: E. faecalis ATCC 29212, I E.faecalis izolat (VRE), J: C. albicans ATCC 10231,
K: C.krusei ATCC 6258, L: M. tuberculosis H37RV ATCC 27



Sentezlenen bilesikler Escherichia coli ATCC 25922, E.coli
ATCC 35218, E.coli izolat (ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, P.aeruginosa izolat, Staphylococcus aureus ATCC 292183,
S.aureus izolat, Enterococcus faecalis ATCC 29212, E .faecalis izolat,
Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve
Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294°e kargl etkinlikleri
acisindan incelenmigtir. Referans olarak ampisilin, ofloksasin, vankomisin,
amoksisilin-klavulanik asit, flukonazol, amfoterisin B ve izoniazit

kullaniimistir.

Ure tiirevi olan Bilesik 1, 2, 4 ve tiyolire tiirevi olan bilesik
6 ve 9, E. coli ATCC 35218’e kargl 32 pg/mllik konsantrasyonda etkili
bulunmustur. Bir diger ifade ile bu bilesikler E. coli ATCC 35218’e karsi
amoksisilin-klavulanik asit (8 pg/ml) kombinasyonunun % 25'i kadar
etkilidir. Bilesik 5 ve 7’nin E. coli ATCC 351218’e karsi MiK degerleri 64

ug/ml olarak belirlenmigtir.

Test edilen bilesikler arasinda Ure tarevleri (Bilesik 1-5)
E. faecalis’e karsi 16-64 pg/ml arasinda degisen MK degerleri ile
antibakteriyel etki gosterirken, tiyolre tlrevlerinin E. faecalis’e karsi
dikkate deger aktivitesi gdzlenmemistir. Ure tiirevi olan nonsiibstitiiefenil
halkasina sahip Bilesik 1 ve fenil halkasinin para konumunda klor atomu
tasiyan Bilesik 3, E. faecalis’e karsi 16 pg/ml'lik MiK degerleri ile en etkili
tirevlerdir. Bilesik 2 E. faecalis’e karsi 32 pg/ml’lik konsantrasyonda,
Bilesik 4 ve 5 ise E. faecalis’e kargl 64 ug/ml’lik konsantrasyonda etkili

bulunmustur.
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E. coli ATCC 25922'nin, E. coli izolatinin P. aeruginosa ve
izolatinin, S. aureus ve izolatinin, E. faecalis izolatinin, ayrica
M. tuberculosis’in test edilen bilesiklere karsi dikkate deger bir duyarlihgi

tespit edilmemisgtir.

Bilesiklerin antifungal aktiviteleri degerlendirildiginde, Ure
trevi bilesik 3, 5’in hem C. albicans’a hem de C. kruselye karsi 64
ug/mrlik MiK degeri ile etkili oldugu; tiyoiire tirevi bilesik 6 ve 9'da
C. albicans’a karsi 64 pg/ml'lik, C. kruseiye kargi ise 32 pg/mllik MiK

degeri ile etkili olduklari belirlenmistir.

Elde edilen sonuclar géz éntine alindiginda, Ure tlrevlerinin
genellikle E. coli ATCC 351218, E. faecalis ve funguslara karsi etkili
oldugunu, fakat tiyolre tirevlerinin ise genellikle E. coli ATCC 351218’e ve

funguslara karsi etkili oldugu bulunmustur.

Calismamizin bundan sonraki asamasinda, bilesiklerin suda
¢6zUnurlUklerini  artirabilmek amaciyla 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
halkasinin  2-okso-3H-benzoksazol halkasinin 3. konumunda metil
sUbstitiienti tasimayan CUre ve tiyoure turevlerinin hazirlanmasi

planlanmaktadir.
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6. OZET

BAZ| 5-KLORO-6-SUBSTITUE-3-METiL-2-OKSO-3H-BENZOKSAZOL
TUREVLERININ SENTEZi ANTIBAKTERIYEL VE ANTIFUNGAL
ETKILERi UZERINDE CALISMALAR

Tez kapsaminda, 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol
halkasinin 6. konumunda Ure ve tiyoUre tlrevleri tagiyan dokuz yeni bilesik
sentez edildi ve yapilari 'H-NMR, Mass ve elementel analiz verileri ile
kanitlandi. Daha sonra, bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri ¢esitli Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri turlerine, funguslara ve M. Tuberculosis
H37RV’ e karsi degerlendirildi.

6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazoliin izosiyanat
tirevleri ile tepkimesinden elde edilen Ure tlrevlerinin genellikle E. coli
ATCC 351218, E. faecalis ve funguslara karsi etkili oldugunu, fakat
6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazolun izotiyosiyanat tlrevleri
ile tepkimesinden elde edilen tiyodre turevlerinin ise E. coli ATCC 351218

ve funguslara karsi daha etkili oldugu bulunmustur.

Sentezlenen bilesikler arasinda; E. coli ATCC 351218’e karsi
en iyi antibakteriyel aktiviteyi 32 ug/ml'lik MiK degerleri ile Bilesik 1, 2, 4, 6
ve 9 gostermistir. Ayrica Bilesik 1 ve 3’0n 16 ug/mllik MiK degerleri ile
E. faecalis’e karsi en etkili tirevler olduklar tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: 2-okso-(3H)-benzoksazol, dreler ve tiyoureler,
antimikrobiyal aktivite.
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7.SUMMARY

SYNTHESIS OF SOME 5-CHLORO-6-SUBSTITUTED-3-METHYL-2-
OXO-3H-BENZOXAZOLE DERIVATIVES STUDIES ON THEIR
ANTIBACTERIAL AND ANTIFUNGAL ACTIVITIES

In this study, nine new compounds containing urea and
thiourea groups at position 6 of the 5-chloro-3-methyl-2-oxo0-3H-
benzoxazole ring were synthesized and their structures were confirmed by
'"H-NMR, Mass and elemental analysis. After that, their antimicrobial
activities were evaluated various Gram-positive and Gram-negative strains

of bacteria, fungi and M. Tuberculosis H37Rv.

The urea derivatives which were obtained by the reaction of
6-amino-5-chloro-3-methyl-2-oxo-3H-benzoxazole with the appropriate
isocyanates were generally found more active against E. coli ATCC
35218, E. faecalis and fungi, but the thiourea derivatives which were
obtained by the reaction of 6-amino-5-chloro-3-methyl-2-oxo-3H-
benzoxazole with the appropriate isothiocyanates were generally found
more active against E. coli ATCC 35218 and fungi.

Among the synthesized compounds; 1, 2, 4, 6 and 9 showed
the best inhibitory activity against E. coli ATCC 35218 with 32 ug/ml MIC
value. Moreover, compounds 1 and 3 were the most active against
E. faecalis with 16 pg/ml MIC value.

Key Words: 2-oxo-(3H)-benzoxazole, ureas and thioureas, antimicrobial
activity.
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