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1.GR

Bakteri, mantar, virisler ve parazitlerin neden oldu u
enfeksiyon hastal klar diinya genelinde ve 6zellikle geli mekte olan diinya
ulkelerinde gorilen en o6nemli sa |k problemlerindendir. Enfeksiyon
hastal klar ndaki tedavi ve ilag maliyetleri genel sa |k harcamalar nn
onemli bir ksmn olu turmaktad r. Antimikrobiyal tedavideki 6nemli
geli melere ra men, antibiyotik, antifungal, antiviral gibi antimikrobiyal
ilaclar n yanl ve yayg n kullan mlar bu ilaclara kar direncin geli mesine
neden olmaktad r.

Ozellikle metisillin direncli Staphylococcus aureus (MRSA),
Staphylococcus epidermidis (MRSE) ve vankomisin direncli Enterokok
(VRE) gibi direncli Gram-pozitif bakterilerin, ayr ca geni letilmi spektrumlu
beta laktamaz (GS L) ureten Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae
gibi direncli Gram-negatif bakterilerin ortaya ¢ kmas bakteri kokenli

hastal klar n tedavisinde kar la lan 6nemli bir problemdir.?

TUberkiloz ana etkeni Mycobacterium tuberculosis olan ve
ginimuizde yaygn gorilen enfeksiyon hastal klar ndan biridir. Direncli
Gram bakterilere ilave olarak, direncli tuberkiloz turleri de tum dinyada
ciddi bir halk sa |  sorunudur. Dinya ndfusunun 1/3’Gn0 olu turan 1.7
milyar insan ttberkiloz basili ile enfekte olup, bunlar n biyik ¢co unlu unu
geli mekte olan Ulkelerdeki insanlar olu turmaktad r. Geli mi ulkelerdeki
enfekte bireylerin %80'i 50 ya ve uzerinde iken geli mekte olan
iilkelerdeki bireylerin % 77'si 50 ya ve altndakilerden olu maktadr.?
Sosyoekonomik dizey du dUkli 0 ayrca kanser ve AIDS gibi ba klk
sistemini bask layan hastal klar ttberkilozun yaygn hale gelmesinin
onemli nedenlerindendir. Diunya Sa |k Orgutii verilerine gore her vyl
yakla k 8 milyon insan bu hastal a yakalanmakta ve 2-3 milyon insan bu
hastal k nedeniyle 6lmektedir.**



Bir di er o6nemli problem sistemik ve lokal mantar
enfeksiyonlar d r. Ozellikle, ba kI k sistemi bask lanm kanser ve AIDS
hastalar nda mantar enfeksiyonlar 6liumcul sonuclara neden olmaktad .
Ayr ca insan ve fungus hucrelerindeki benzerliklerden dolay antifungal

ilaclar secici aktiviteye sahip de ildirler.*®’

TUm bu nedenlerden dolay antibakteriyel ve antifungal etkili

bile ikler Gzerinde ¢al malar yo un olarak devam etmektedir.

2-Okso-3H-benzoksazol halkasna 3 ve 6 numaral
konumlardan yap lan substitisyonlar ile farkl aktivitelere sahip bile ikler
elde edilmekte ve bu halka sistemine sahip bile iklerin sentezi ve aktivite

tayinleri Gzerinde ¢al malar ginimizde de devam etmektedir.

Gokhan ve arkada lar 6-acil-3-piperazinometil-2-okso-3H-
benzoksazol tlrevlerini sentezlemi ler ve baz bile iklerde referanslara

benzer antibakteriyel ve antifungal aktivite bulduklar n bildirmi lerdir.?
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Antimikrobiyal aktivite gosteren Ure ve tiyolre tirevi pek ¢cok
bile ik literatirde kaytldr. *** Ayrca analjezik'®, antitimor>*®, anti-
HIV"1® gibi farkl biyolojik aktivitelere sahip tre ve tiyolre tiirevleri de

bildirilmi tir.

Bu bilgiler nda, daha iyi bir antibakteriyel veya antifungal
aktivite elde edebilmek Umidi ile farkl farmakoforlar tek bir kimyasal

yap da bir araya getirerek hibrit molekuller sentez etmeyi amaclad k.

Sonu¢ olarak tez kapsam nda, 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol halkasnn 6. konumunda Ure ve tiyoure turevleri ta yan
dokuz yeni bile ik sentez edildi ve bu tlrevlerin antimikrobiyal aktiviteleri

de erlendirildi.
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2. GENEL B LG LER
2.1. Kemoterapi ve Tarihgesi

Kemoterapi Paul Ehrlich taraf ndan 19. ylzyln sonunda
ortaya atIm bir terim olup, mikroorganizma (bakteri, mantar, protozoa ve
virlis) ve parazitlerin neden oldu u enfeksiyon veya tumoral hastal klar n
kimyasal bile iklerle (kemoterapd6tik) yap lan tedavisidir. Kemoterapinin
ana ilkesi konak¢ da hi¢ veya ¢ok az toksik etki yapan bir kimyasal madde
ile hastal k etkeni Uzerinde toksik veya o6lduriictu etki olu turmaktr. Bu
secici toksik etki, patojen mikroorganizma hucresi ile insan hicresi
aras nda yap ve biyokimyasal mekanizmalar bak m ndan var olan farklar

sayesinde mumkiin olmaktad r.*°

Eskiden “antibiyotikler”; mikroorganizmalar taraf ndan sentez
edilen ve di er mikroorganizmalar n Uremesini durduran veya oldiren
biyolojik kaynakl maddeler olarak tan mlanr ve kemoterapotik bile ikler
elde edili kaynaklar na gore; sentetik kemoterapoétikler ve antibiyotikler
olarak snflandrlrd. Ancak antibiyotiklerin sentetik olarak Uretilmesiyle
birlikte, “antibiyotikler” kemoterapétikler alt ba |  alt nda de erlendirmeye
alnm ve “mikroorganizmalar n Gremesini durduran veya 6lduren biyolojik
kaynakl ya da sentetik olarak elde edilebilen bile ikler” olarak

tan mlanm tr.%°

Kemoterapide Paul Ehrlich taraf ndan ortaya atlan ilk
ad mlardan sonra esasl ilerlemeler; Gerhard Domagk’n 1932 ylnda
“prontosil” olarak isimlendirilen azo boyasnn scanlarda sistemik
streptokok enfeksiyonlar na kar oldukca etkili oldu unun bulunmas ile
ba lam tr. Daha sonra 1937'de Trefouel ve arkada lar taraf ndan
prontosil'in vicutta etkin bile ik olan silfonamit’e dont ti Gndn bulunmas
sulfonamitlerin tedaviye girmesine yol acm tr. Alexander Fleming

taraf ndan 1929 y I nda penisilinin ke fedilmesi ve 1940 y I nda Florey ve
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Chain’nin penisilini saf olarak elde etmeleri bakteriyel enfeksiyon

hastal klar n n tedavisinde yeni ufuklar n a¢ Imas na neden olmu tur.**°

Enfeksiyon hastal klarnn etkenleri hakk ndaki bilgilerin
geli mesine paralel olarak, enfeksiyon etkenleri tzerinde etkili pek cok

kemoterap6tik bile ik geli tirilmi tir ve tedaviye sunulmu tur.

2.2. Bakteriler ve Funguslar

2.2.1. Bakteriler

Bakteriler tek hucreli prokaryotik mikroorganizmalard r.
Bakterilerin d ortamdan korunmalarn sa layan ve bakteriye eklini
veren esas yap hucre duvardr. Hiucre duvar d ortamdaki maddelerin
giri ine olanak veren ve secicili i bulunmayan 1-2 nm capl porlar icerir.
Antimikrobiyallerin buradan gecebilmesinde, duvarn yaps ve ilacn
molekiler bayukli U etkilidir. Bakteri hicre duvarnn ana maddesi
mdreindir.  Mdureini  olu turan peptidoglikan zincirlerinin  her  Dbiri
N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asitten (NAM) yap Im tr.
NAM ve NAG birbirine b-1,4 ba ile ba Idrlar. N-asetiimuramik asit,
N-asetilglukozaminin laktik asit ta yan tdrevidir. Laktik asitin karboksil
grubuna amino asit gruplar ba lanm tr. Lineer peptidoglikan zincirlerinin

transpeptidaz enzimi ile capraz ba lanmas sonucunda miirein olu ur. **%
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Hicre duvar yap s, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
aras nda onemli farkl|klara sahiptir. Gram-pozitif bakterilerde hicre
duvar buyidk oranda mireinden meydana gelmi tir. Mirein, Gram-pozitif
bakterilerde duvar kalnl nn % 50 ‘sini olu turur. Bu oran Gram-negatif
bakterilerde % 5-10 kadard r.?"#

ekil 2: Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvar



Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlar nda gram-pozitiflere
oranla daha ince peptidoglikan tabakas bulunur ve peptidoglikan

tabakasnnd nda bir lipopolisakkarit tabakas ta rlar.?%2

ekil 3: Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar

Gram boyama, bakterileri hicre duvarlarnn 0zelliklerine
gore iki buyik gruba (Gram-pozitif, Gram-negatif) ay rmak icin kullan lan
bir yontemdir. Gram-pozitif bakteriler gram boyama i leminden gectikten
sonra, mikroskop alt nda mavi-mor renk alan bakterilerdir. Peptidoglikan
hiicre duvar daha kaln olan gram-pozitiflerin boyalar tutma kuvvetleri

fazlad r. 2+%?

Gram-negatif bakteriler Gram boyama prosedird sras nda
kristal viyole boyasn tutmayan bakterilerdir. Gram-pozitif bakteriler,
alkolle y kand ktan sonra mavi rengi tutmaya devam ederlerken, Gram-

negatif bakteriler mavi rengi kaybederler. %%



TlUberkiloz etkeni olan Mycobacterium tuberculosis,
mycobacteriaceae Uyesi bakterilerden olup, Gram boyamada hig
gorulmeyen veya cok ender gorilebilen comak ekilli bakterilerdir. Bunun
nedeni boyalar n ¢ok zor igine girebildikleri lipitce zengin hiicre duvardr.
Ozel ayrt edici boyalarla (Ziehl Neelsen) boyanrlar. Tiberkiiloz
bakterilerinin pek c¢ok 6zelli i hicre duvarnn yap ve kimyasndan
kaynaklanmaktad r. Hucre duvar — yuksek lipit iceri ine sahiptir. cerden

d aryado ru hiicre duvar nda u tabakalar bulunmaktad r.*?*

*Murein
*Arabinogalaktan
*Mikolik asit

*End tabaka serbest lipitlerin yer ald  bolumddir.

ekil 4: Mycobacterium tuberculosis  hilcre duvar



Mycobacterium tuberculosis hiicre membran yap s ndan
dolay bircok kemoterapotik ajana kar direnclidir. Lipitce zengin olan bu
membran kemoterapotik ajanlarn hicre icine girmesini engeller.
Tlberkiloz tedavisinde kullan lan ilaclar Mycobacterium tuberculosis’e

kar secici aktivite gosterir.*

Tuberkuloz tedavisinde kullan lan ilaglar primer ve sekonder
ilaglar olmak tzere iki gruba ayrl rlar. Primer ilaglar tuberkiloz vakalar n n
¢co unda kullanlr ( zoniazit, pirazinamit, rifampin). Sekonder ilaclar
toksisiteleri nedeniyle primer ilaclara diren¢ geli ti i durumlarda ilac
kokteyllerine kat | r (Para aminosalisilik asit (PAS), sikloserin). Tuberkiloz
tedavisinde direng geli imini dnleyebilmek amac yla kombine ila¢ kullan m

yap I r. zoniazit bu kombinasyonun genellikle de i meyenilacdr.*

2.2.2. Funquslar

Fotosentetik olmayan tek hticreli koloniler (maya) veya ipliksi
cok hucreli agregatlar (kuf) halinde Ureyen oOkaryotik organizmalard r.
Okaryotik hiicre yap lar ndan dolay antifungallerin selektif toksik etki
gostermesi guctir, bu nedenle fungal enfeksiyonlarn 0Ozellikle sistemik
olanlar n n tedavisi zordur. Memeliler hiicre membranlar nda bir sterol olan
kolesterol, funguslar ise hicre zarlarnda ergosterol ta rlar. Bu
biyokimyasal farkl | ktan yararlan larak funguslardaki ergosterol sentezini

onleyen imidazol turevi antifungal ilaglar geli tirilmi tir.*%
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2.3. Kemoterapotiklerin Etki Mekanizmalar na Gore S n fland r Imas

2.3.1. Hiicre duvar sentez inhibitorleri

Bakteri hiicre duvar n n ana maddesi olan mirein sentezini,
peptidoglikan  zincirlerini capraz ba layan transpeptidaz (penisilin
ba layan proteinler = PBP) enzimlerini geri doni siiz olarak inhibe ederek
etki gOsterirler. Bu tip ajanlar n geli mesini tamamlam bakteriler Gzerinde
etkisiz olduklar bildirilmi tir. Bu gruba giren ilaglar: b-Laktam antibiyotikleri

(penisilinler, sefalosporinler), glikopeptitler.**?°

2.3.2. Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar

Sitoplazma membran , bakteri hiicresinde osmotik bir bariyer
gorevi yapmaktad r. Bakteri icin gerekli maddeler ortamdan, bu membran
icinde pasif difizyon veya aktif transport ile al nrlar. Deterjan 6zelli ine
sahip baz antibiyotik ve antiseptikler, sitoplazma membrannn
gecirgenli ini arttrarak hicre icin ya amsal 6nemi olan bile iklerin
(aminoasitler, nukleotitler ve potasyum gibi) d ar s zmas na neden olarak
bakterisit etki olu tururlar. Bu etki mekanizmas ile etkili olan antibakteriyel
ajanlar n geli imini tamamlam bakterileri de etkili olduklar bildirilmi tir.
Bu gruba giren ilaglar: Polien antibiyotikler ve antifungal etkili imidazol

turevleri. 1920

2.3.3. Bakteri ribozomlar nda protein sentezini inhibe ederek etki gosteren

antibakteriyel ajanlar

Co unlukla geni spektrumludurlar. Bu gruba giren bircok
antibakteriyel ajan n bakteriyostatik etkili oldu u, bazlar n n ise bakterisit
etkili oldu u bildirilmi tir. Bu ekilde etkili olan ilaglar n baz lar bakterilerin
ribozomlar ile kombine olurlar ve ribozomlar icinde, mRNA taraf ndan
yonetilen protein sentezini bozarlar. Bunlar genellikle memeli

hicrelerindeki protein sentezini etkilemezler ¢inkii memeli hicrelerindeki

11



ribozomlar, bakteri ribozomlar ndan 6zellikle ribozomal RNA molekdillerinin
says ve bile imi bakmndan farkl olduklar icin ilaclara duyarl |k
acsndan da farkllk gostermektedir.  Bakteri  ribozomlar nn
sedimantasyon katsays 70S iken, memeli ribozomlar ndaki 80S'tir.
Bakterilerde mRNA’'daki kodlanm  mesajn cevrilmesi sonucu 0zgul
proteinin (peptit zincirinin) olu turulmas ndan 30S alt birimi sorumludur,
50S alt birimi ise peptit ba olu mas n katalize eder. Bakterilerde protein
sentezi dort basamakta gercekle ir (tRNA aktivasyonu, ba lama, uzama,
protein sentezinin sonlanmas ve proteinin ribozomdan ayrImas). Bu
gruptaki kemoterapdtik ajanlar protein sentezini, c¢e itli basamaklarda
etkileyerek bozarlar. **°

Bu gruba giren ilaglar: Aminoglikozitler, tetrasiklin, kloramfenikol,

makrolitler, linkozamitler.

2.3.4 Nukleik asit sentezini bozarak etki gosteren antibakteriyel ajanlar

Co u memeli hicresine de etkili olup antineoplastik olarak
kullan I rlar. Memeli hicresine etkili olmayan kinolonlar ve rifamisinler gibi
ajanlar kemaoterapotik olarak kullan|Irlar. Kinolonlar (nalidiksik asit,
oksolinik asit ve florokinolonlar), bakterinin tlriine gére DNA-giraz enzimini
(topoizomeraz) inhibe ederek DNA fonksiyonlar n n bozulmas na neden
olur. Memeli topoizomerazlar farkl bir yap da olduklar icin etkilenmezler.
Mitomisin ve benzerleri, DNA c¢ift zinciri aras nda capraz ba lanmay ve
DNA replikasyonunu engelleyerek etkili olduklar bildirilmi tir. Rifamisinler
(rifampisin ve rifabitin gibi), DNA'ya ba ml RNA-polimeraz enzimini
19,20

inhibe ederek mRNA sentezini yani transkripsiyonu engellerler.

Bu gruba giren ilaglar: Kinolonlar, rifampisin.

12



2.3.5. ntermediyer metabolizmay bozarak (antimetabolit etki) etki

gOsteren antibakteriyel ajanlar

Bunlar bakteri metabolizmas icin gerekli olan baz
maddelerin (folik asit gibi) sentezini dnlerler. Bakteriler i¢cin antimetabolit
niteli inde olan maddelerdir. **%°
Bu gruba giren ilaclar: Sdlfonamitler, sdlfonlar, izoniazit, para

aminosalisilik asit (PAS).

2.4. Antibakteriyel Bile iklerin Etki Derecesi

Kemoterapotikler mikroorganizmalar Uzerinde yaptklar

etkinin derecesine gore iki gruba ayrlrlar: Bakteriyostatik olanlar ve

bakterisit olanlar.?*?2

Bakteriyostatik etki: Bakteri hicrelerinin geli mesinin ve Uremesinin
durduruimas dr. Geli mesi ve Uremesi durdurulan bakteriler, vicudun
savunma sistemleri taraf ndan yok edilir. Bakteriyostatik etki gucinin
gostergesi minimum inhibitér konsantrasyondur (M K). Bu de er ne kadar

kiiclikse ilac n bakteriostatik etki giicti o kadar fazlad r. ?%%

Bakterisit etki: Bakteri hicresinin direkt olarak 6ldurilup yok edilmesidir.

Bakterisit etki gucunin goéstergesi minimum bakterisit konsantrasyondur
(MBK).ZLZZ

13



2.5. Direng Geli mesi ve Diren¢ Ce itleri
Bakteri ve di er mikroorganizmalar n bir 6zelli i olup genel
anlam yla onlar n kemoterapdtik ilac taraf ndan etkilenmemesi demektir.

Antibiyotik direnci iki ba |k alt nda s n fland r labilir:

2.5.1. Do _al Direng¢: Baz mikroorganizma tirleri belirli bir kemoterap6tik

ilaca do al olarak direnclidir yani o ilac taraf ndan etkilenmezler.*

2.5.2. Kazanlm _ Direng: Bakteri populasyonunun ilacla ilk temasa

geli inde ila¢c bakteriler Gzerinde etkilidir. Ancak temas suresi boyunca
veya yinelenen temas s ras nda antibakteriyel etkisine kar direng geli ir.
Diren¢ geli iminin gostergesi ilac n o mikroorganizmadaki M K ve MBK

de erlerinin giderek yiikselmesidir. *°
Kazan Im direng iki tarli meydana gelebilir:

- kromozomal mutasyonla olu an direng

- plazmid ve transpozonlar arac| ile olan direng

2.5.2.1. Kromozomal mutasyonla olan direnc

Bu ekilde dirence yol acan mutasyon olay bakterinin
kemoterapttik ilag ile temasna ba | de ildir. Mutasyon bakteride
genellikle spontan olarak olu maktad r. Kromozomal mutasyonla olan
direncin plazmidler veya transpozonlar arac| ile olana gore daha seyrek

goruldi 4 bildirilmi tir.*°
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2.5.2.2. Direnc geninin alnmasna ba | kazanIlm diren¢c (Plazmid ve

transpozon arac | )

Plazmidler bakterilerin kromozomlar d nda kalan ufak
DNA parcalar d r, kromozomlardan ba ms z olarak replikasyona u rarlar.
Diren¢ genleri ta yan plazmidlere diren¢ plazmidleri (R plazmidleri) ad
verilir. Direncin ta nmas nda rol oynayan di er bir 6zel DNA parcas
transpozondur. Bunlar hem kromozomal DNA hem de plazmidler tzerine

sokulabilen daha ufak ve hareketli DNA parcalardr. *

2.5.2.2.1. Plazmidlerin transferinde rol oynayan mekanizmalar'®?!

Transduksiyon

Bakteriofajlar yani bakteri virtsleri direncli plazmidin

ta ycl n yapar.

Konjugasyon

Direncli bakteri, duyarl bakteriyle sitoplazma kopriusu
olu turur ve R plazmidlerinden biri duyarl hicreye gecer ve onu direncli

yapar.

Transformasyon

Bakterinin lizisi sonucu ortama dokulmi R plazmidleri veya

DNA krntlar duyarl bakteri taraf ndan al nr, di rencli duruma gecer.

15



Hucreden hicreye ta nan bu direng materyalleri bakteri

hiicresinde ce itli olaylara neden olmaktad r.'° Bunlar;

lac parcalayan veya de i tiren enzimlerin olu mas

lac n hicre icindeki hedefine ba lanmas n n azalmas

Hucre c¢eperinin ilaca gecirgenli inin azalmas

lac n hiicre d na atlmas (efflux)

ekil 5: Direng genlerinin bakteri hiicresinde neden oldu u olaylar

Bir kemoterapotik ajan ¢e idine kar duyarll n kaybeden
bakteri turli, bu bile i e yakn kimyasal yap da olan veya farkl yap da
olup, benzer etki mekanizmas na sahip olan bile iklere de direng
kazanabilir. Birden fazla antibakteriyel bile i e kar geli en dirence

“Capraz Direng” denir.*

16



2.6. Antimikrobiyal Aktivite  ¢in n Vitro Tayin Yontemleri

Kemoterapatiklerin mikroorganizma Uzerindeki
bakteriyostatik veya bakterisit etkinliklerini in vitro olarak saptamak veya
mikroorganizman n kullan lan kemoterap6tik ajana kar  duyarll n

in vitro olarak belirlemek icin ge itli yontemler geli tirilmi tir.

Bu tayinlerin yap Imas klinik tedavide uygun antimikrobiyalin
kullan Imas n sa lar. Sonu¢ olarak antimikrobiyal ajanlara kar direng

geli mesi de 6nlenmi olur.

Antimikrobiyal aktivite in vitro ko ullarda difiizyon ve diliisyon

olmak Uzere iki yontemle belirlenir.

Difizyon yonteminde petri kutusunda haz rlanan kat besi
yeri Uzerine antibiyotik duyarl | k durumu saptanacak mikroorganizma
yay | r ve Uzerine belirli aral klarla antibiyotik emdirilmi  diskler yerle tirilir.
Her bir diskte bilinen dozda antibiyotik bulunur. nkibasyondan sonra,
antibiyotik diskleri ¢cevresinde farkl capa sahip Greme inhibisyon zonlar n n
olu up olu mad incelenerek de erlendirme yap | r. Hi¢ tireme inhibisyon
zonu olmamas o mikroorganizmann o antibiyoti e direncli oldu unu

gosterir.*

Dilisyon yonteminde antimikrobiyal ajann M K ve MBK
de erleri saptan r. Dilusyon yonteminde temel kural s v veya kat besi yeri
icinde antimikrobiyalin belirli konsantrasyonlar haz rlanarak
mikroorganizma ile muamele edilir. nkibasyondan sonra, antimikrobiyal
ajann hangi konsantrasyonda mikroorganizma Uzerinde etkili oldu u

belirlenir.?*
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Diflizyon yontemi sadece kat besi yerlerine uygulanabildi i

halde, dilisyon yontemi hem kat hem s v besi yerlerine uygulanabilir

Sv besiyerlerinde mikroorganizmalarla antimikrobiyaller
do rudan temasta bulunduklar icin sonuclar daha duyarldr. Ancak bu
besiyerlerinde  mikroorganizmalar UGremeleri esnasnda olabilecek

de i ikliklerden daha kolay etkilenirler.

n vitro olarak yap lan yontemlerde Klinik ve Laboratuvar
Standartlar Enstitisi (CLSI-Clinical and Laboratory Standarts Institue)

taraf ndan belirlenen standartlar kullan Imaktad r.

Kullan lan yontemlerin temel prensipleri farkl olsa da genel
olarak dikkat edilmesi gereken noktalar vardr. Kullanlacak olan
antibakteriyel ajan miktar n n hassas olmas, saf olmas ve herhangi bir
mikrobiyolojik etkinli i olmayan uygun c¢o6zicude c¢Oziunmid olmas

gerekmektedir.

Standart olarak kullan lan antibakteriyel ajanlar haz rlan rken

kimyasal ve fiziksel 6zellikleri gz dniinde bulundurulmal dr.

Deneylerde  kullanlan  malzemeler steril olmaldr.
Mikroorganizmalar n besi yerlerine ekilecek olan inokulum miktarlarn n
standartlarna uygun olmas gerekmektedir. Kullanlan besiyerleri
mikroorganizmalar n iyi Uredikleri besi yerleri olmal ve uygun pH da
olmaldr. Cunki pH daki farkllklar antimikrobiyal ajanlarn etki ve
potensinde artmaya veya azalmaya neden olabilmektedir. nkibasyon

suresi kullan lan mikroorganizman n cinsine gore uygun de erde olmaldr.
21,22
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2.7. Ure ve Tiyolre Tulrevlerinin Genel Sentez Yontem  leri

Primer aminlerin izosiyanatlar ile tepkimesinden sibstitlie Ure

tirevlerinin elde edildi i bildirilmi tir.2>2*

O—0

H
N R'

R—N=——=C=——=O0 + RNH, > R——NH
Potasyumsiyanatn primer aminler ile tepkimesinden

stbstitie Ure tirevleri sentez edilmi tir.?®

L ©®

O—0

KOCN + RNH,

Y
Py

NH NH,
Alifatik veya aromatik izosiyanatlar n dioksan icinde oda
scakl nda trietilamin ile tepkimesinden elde edilen Uranin suyla

muamelesinden simetrik tre tiirevlerinin elde edildi i bildirilmi tir.2°

O
1,4-dioksan | | H
R——N=—/—C=—7/=0 + EtsN — 5 R NH C N R
R.T

Aromatik acil azitlerin aminler ile tepkimesinden ure
tiirevlerinin elde edildi i bildirilmi tir.?’

Q HQ W
Ar—C-N; + R-NH, ————> Ar—N-C-N-R

Primer aminlerin karbondioksit ile tepkimesinden olu an
N-alkilkarbamik asit amin tuzlar n n stlmas ile simetrik Ure tlrevleri

haz rlanm tr.%®

H - +
R—NH,+ CO,—— R——N——C—0] H,N' — 5~ RTNH—C—/NH—R
-2
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Amonyumtiyosiyanat n primer aminler ile tepkimesinden

stibstitiie tiyoure tiirevleri sentez edilmi tir.?

O—wnm

NH/SCN + RNH, ———» R—NH NH,

Alifatik veya aromatik izotiyosiyanatlar n dioksan icinde oda
scakl nda trietilamin ile tepkimesinden elde edilen Urandn suyla

muamelesinden simetrik tiyoure tiirevlerinin elde edildi i bildirilmi tir.%

1,4-dioksan | |
R——N—C——S + EtzN > R NH C

R.T

ZT
Py

Amonyak ve primer aminlerin izotiyosiyanatlar ile
tepkimesinden substitlie tiyoure turevlerinin elde edildi i literattrde
kay tl d r.33

O—wm

R—N——C——S + RNH, » R—NH N—FR'
Primer aminlerin karbonsulfir ile tepkimesinden olu an
N-alkilditiyokarbamat tuzlarnn stlmas ile simetrik tiyolre turevleri
haz rlanm tr. %
S

H -
R—NH, + CS; — R——N——C—S5] HsN" Tho & NHTCT/NRTR
-2
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2.8. 2-Okso-3 H-Benzoksazol ve Tirevleri

2.8.1. 2-Okso-3H-benzoksazol le lgili Genel Bilgiler

2-Okso-3H-benzoksazol, benzen ve 2-oksazolinon
halkalar n n kayna mas ndan olu mu heterosiklik bir bile iktir. 2-Okso-
3H-benzoksazol, 2-benzoksazolinon ve 2(3H)-benzoksazolon olarak da

isimlendiriimektedir. 3

4
5 13
CL
6 o 2
2 1

2-Okso-3H-benzoksazol, erime derecesi 139-140 < olan bir
bile iktir.3* 2-Okso-3H-benzoksazoliin  sulu cozeltilerinde pH<5'te

noniyonize, pH>11.5'de iyonize halde bulundu u bildirilmi tir. *°

2-Okso-3H-benzoksazol, 2-hidroksibenzoksazol ile
totomerizm gosterir. Spektral ve kimyasal bulgulara dayan larak bu

totomer dengenin laktam formu lehine oldu u belirtilmi  tir. ¢

Crb — OO
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2.8.2. 2-0Okso-3H-benzoksazol Yap s n n Genel Sentez Yontemleri

2-Okso-3H-benzoksazol halkas ilk kez 1876 ylnda
Groenvik taraf ndan etil(2-hidroksifenil)karbamattan hareketle sentez

edilmi tir.>’

H H
N 0 -OH N
@E \Cit t @Eo>=o

OH

o-Aminofenol veya tuzlarnn Ure ile reaksiyona sokularak
2-0kso-3H-benzoksazol elde edilmesi ilk defa Sandmeyer taraf ndan

gercekle tirilmi tir.>®

H

NH, 0 N
A — O

OH H2N NH2 O

Close ve arkada lar o-aminofenol ve fosgenden hareketle,
etilasetat icerisinde ve susuz potasyum asetat varl nda % 90 verimle

2-okso-3H-benzoksazol elde etmi tir.>*
0 L, — O
OH Cl)j\CI R_©[0>=

Graebe ve Rostovzeff salisilamitten hareketle Hoffman
tepkimesi artlar nda olu turulan izosiyanat tirevi Gzerinden 2-okso-3H-

benzoksazol elde edilebilece ini belirtmi lerdir.>®
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ONa

CONH,

NaOCl XN Nx
B —— | — = SN
Cl ~o

OH OH OH
t H
N

>:O

(e}

Ostaszynski ve arkada lar, salisilhidroksamik asit ve

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

etmi lerdir.*°
CONHOH KOHICHSOH CONHOCO,CH,CHs
+  clcoocH,cHy ———
OH o
H
N
N
Co — ™
X
e} (0]
OH

Curtius tepkimesi artlar nda, salisilhidrazitten hareketle

2-o0kso-3H-benzoksazol haz rlanabilmektedir.>
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CONHNH, N
@ - Y C§o
OH OH

2-Okso-3H-benzoksazol eldesinde salisilik asit ve
tirevlerinden yararlanIm , ancak bu yontemler verimin du dkli G ve

safla trmai lemlerindeki gugclikler nedeniyle 6nemini yitirmi tir.

Yamahara ve Takamatsu 1973 ylnda, o-nitrofenol ve
karbon monoksitten hareketle vanadyum oksit veya rodyum klorlr
varl nda % 88 verimle*!, Nagase 1983 y|nda o-nitrofenol ve karbon
monoksitten hareketle selenyum ve trietilamin varl nda %97 verimle*
White ise 1986 ylnda yiuksek s ve basngta o-nitrofenol ve karbon
monoksitten hareketle palladyum Kloriir ve piridin varl nda %91 verimle*®

2-0kso-3H-benzoksazol elde etmi tir.

V,0; veya RhCl;

NO, /
Se/(C,Hg W
@ + THF ©i >
OH
\ PdCl,

t,P

Kervennal ve Cognion ise o-nitrofenolt, piridin-1,2-
diklorobenzen kar m nda, Pd-Mo varl nda, karbon monoksit ile 200 bar
basn¢g ve 200CT s caklkta scaklkta tepkimeye sokarak 2-okso-3 H-

benzoksazol sentezlemi tir .**
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NO, H
Pd/Mo N

+ cO——— = >:o
OH Pt o

Boeshagen ve Geiger, 3-0kso-1,2-benzoksazol’'un s sonucu
%50-80 verimle, fotokimyasal olarak ise %80-90 verimle 2-okso-3H-

benzoksazol'a cevrildi ini bildirmi lerdir.*®

o /COR
R / h R N
vV veya s
NCOR > j@i >:o
R7 o R7 o

Benzer bir ¢cal mada 3-hidroksi-1,2-benzoksazolin bas n¢

altnda 450C'de stlmasyla 2-okso-3 H-benzoksazol'a ceuvrildi i

bildirilmi tir.*®

H

o) N
N T ©i >—o
t

% o

OH

Drent, o-nitrofenol, fenentrolin, palladyum asetat, bis
(2-metoksieter) (diglim) ve bakr tosilat kar mnn otoklavda 75 bar
bas n¢ altnda 145C’'de karbon monoksit ile 4 saat stlm as sonucu

%100 verimle 2-okso-3H-benzoksazol elde edildi i bildirilmi tir.*’
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N

N
N | X + Pd(OAc), + CH30CH,CH,0OCH,CH,0CH4
— + Bakrtosilat

CO,t

-

1988 YInda yaplan bir cal mada ise 4-substitie-2-
nitrofenolin trietilamin varl nda su, elementel kukurt ve karbon monoksit
ile reduktif karbonilasyonu ile 2-okso-3H-benzoksazol elde edilebilece i

belirtilmi tir.*®

R, NO,
+ s + co —> >7
(CoHs)3N
OH

R, = H, CHy, NO,

2-0Okso-3H-benzoksazol tirevleri o-aminofenollerin fenil

kloroformatla tepkimesi ile de elde edilebilmektedir.*
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Ry
R, y
R
R, NH,  CgHsOCOCI, NaHCO, 2 N
> >:o + C4HzOH
NaOH
RS o
Rj OH

R;=H,NO, R,=H, CHg NO,, CO,Et Ry=H, CHy OCH,
Meth-Cohn ve Rhouati, azidoformatlardan hareketle

geli tirdikleri ‘sprey piroliz’ yontemiyle molekul i¢i nitren ata n iceren bir

mekanizma ile 2-okso-3H-benzoksazol sentez ettiklerini bildirmi lerdir .>°

o) o) o)
\.’/ 300-350 T
> —0
0. 1-0. 2 mmHg
N3 N
H

R= H, CH3, Cl, C6H5

Khajavi ve arkada lar 1996 ylInda yaptklar cal mada
2-aminofenol ve Ureden hareketle mikrodalga nm varl nda %89
verimle 2-okso-3H-benzoksazol elde etmi lerdir. Mikrodalga nmna
maruz kalma i lemi reaksiyonun kontrolli a¢ s ndan iki basamak eklinde

ve basamaklar aras nda so utma siiresi uygulanarak gercekle mi tir.>!

H

2 O N
oA, =

H,N NH, o)

OH

NH

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 Yap s n n Genel Sentez YOntemleri

2-Amino-4-klorofenol hidroklorirtiin dre ile %60’ k sulfirik
asit varl nda tepkimesi sonucu % 95 verimle kas gev etici etkili 5-kloro-
2-0kso-3H-benzoksazol (klorzoksazon) elde edildi i bildirilmi tir .>?

+

H

cl
cl NH,.Cl o} H,SO, N
e A, 2= U
H,N NH, o

OH

1986 Y Inda yap lan bir cal mada 4-kloro-2-aminofenolin
ekivalan miktarda di-2-piridil karbonat (2-DPC) ile metilen klorir i¢inde
tepkimesi sonucu %94 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde
edildi i bildirilmi tir.>®

H
Cl NH, N cl N
+ | O metilen klortir \C[ —0
_—
= )k oda ss o

OH N (6] (0]

1989 YlInda yaplan bir cal mada, S,S-bis(1-fenil-1H-
tetrazol-5-il) ditiyokarbonat ve 4-kloro-2-aminofenoliin oda ssnda
reaksiyonu sonucu %92 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde
edildi i bildirilmi tir.>*
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/ S 12 saat
Ph )\ T odass >—0
Ph\

Prakashe ve arkada lar, 2001 ylnda vyaptklar bir
cal mada 5-klorosalisilamitin iyodobenzen diasetat (IDB) ile tepkimesi
sonucu %68 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde edildi ini

bildirmi lerdir.>®

H
cl Cl N
NH, !BD, KOH/MeOH
> >:O
0T O

Kim ve Varma, 2004 y | nda yapt klar bir cal mada, 4-kloro-

2-aminofenol ve Urenin ¢inkooksit katalizori varl nda mikrodalga nm
alt nda tepkimesi sonucu %75 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol

elde edildi ini belirtmi lerdir.>®

Q H
cl NH; zno,bmF  C N
—_—
+ MW, 150 W, 71 kPa\©i >:o
H,N NH, 120 T, 10 dakika o

OH

29



2.8.4. 2-Okso-3 H-benzoksazol Yap s n n Kimyasal Tepkimeleri

2.8.4.1. Benzen Halkas na Substitiisyon Tepkimeleri

2-Okso-3H-benzoksazoldaki benzen halkas Uzerine agil
grubunun  elektrofilik  substitisyonunun, Friedel-Crafts  acilasyonu
artlar nda (polifosforik asit (PPA) icinde karboksilli asitlerle veya AICls-
DMF veya AICI3-CS; icerisinde asit Klortr veya anhidritlerle) molekilin

6 numaral konumundan gercekle ti i belirlenmi tir.>’

H RCOCI yada (RCO,)O H
N AlCI5-DMF N
>:O > >:O
veya RCOOH, PPA R
(o) 0]
R = Alkil yada aril ®)

2-Okso-3H-benzoksazolun benzen halkas n n Friedel-Crafts
acilleme tepkimelerinde; acilleyici ajan olarak asit klortrl veya anhidritleri,
katalizor olarak Lewis asitleri, 6zellikle aluminyum klortr, ¢dztcu olarak da
karbon sillfiir, nittobenzen veya diklorometan kullan Imaktad r.>” Acilleme
tepkimelerinde AICI3-DMF/ 2-okso-3H-benzoksazol orannn 7-11 oldu u

durumlarda verimde ve h zda art  gériilmektedir.>’

2-Okso0-3H-benzoksazolun acillenmesi, Friedel-Crafts
acilleme tepkimesinden ba ka c6zicu ve katalizor olarak PPA kullan larak
da gercekle tiriimektedir. Alifatik, aromatik ve arilalifatik karboksilli asitlerle
yap lan acilleme tepkimeleri polifosforik asit icerisinde yuksek verimle
yurimektedir.®® PPA polimer bir yap ya sahiptir, organik maddeler icin iyi
bir ¢ozucudir ve aromatik substitisyon tepkimesine girme e ilimi

gostermez. Ak kanl nn azolmas nedeniyle PPA ile 90C’nin alt nda
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cal Imas zordur. Ayrca PPA'n n tepkimesi sonras hidrolizi gugtir. Bu
kullan m zorluklar na ra men PPA acilleme tepkimelerinde en c¢ok tercih

edilen ¢ézucuddar.

AICI3-DMF reajan kullan m s ras nda AlCl 3 tiketiminin fazla
olmas ve en iyi ko ullarda bile 6-benzoil-2-okso-3H-benzoksazolun
verimin did Uk olmas nedeniyle, Ucar ve arkada lar 2-okso-3H-
benzoksazolu 6. konumundan acillemek icin 6nce 2-0kso-3H-
benzoksazolu 3 numaral konumundan asit anhidrit veya acil halojendr
varl nda trietilamin ve THF icerisinde acillemi , daha sonra N-agil tirevini
AICI; ile 165T’'de 3 saat starak 6-acil turevini yuksek verimle elde

etmi tir.>°

Q

a = RCOCl veya (RCO),0, TEA, THF, reflux, 2 saat
b = AICl5, 165°C, 3 saat

1999 YlInda yaplan bir cal mada, Liacha ve arkada lar
3-metil-2-okso-(3H)-benzoksazol ve benzoik asitten hareketle, mikrodalga

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

6-benzoil-3-metil-2-okso-(3H)-benzoksazol elde etmi lerdir.®
CH
/ 3
©i’\' C6H5COOH PPA
o 275 W, 2, W, 2,50
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2-0kso-(3H)-benzoksazol nitrik asit ile nitroland nda
kullan lan nitrik asitin yo unlu una ba | olarak 6-nitro veya 4,6-dinitro-
2-0kso-(3H)-benzoksazol elde edildi i bildirilmi tir.®*

H
N
=0
HNO3 HNO;
d=1.42 d=15
N02 H

Ot (T

2.8.4.2. 3 Numaral Konumdan Sibstitiisyon Tepkimeleri

2-0kso-3H-benzoksazol bazik ortamda alkil halojendrler ile
3-alkil tirevlerini verirler.®

- QF \Rl

e
>

Sey
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2-0kso-3H-benzoksazollerin  metil iyodirin yan sra
dimetilsilifat ve diazometanla da tepkimeye girerek 3-metil tlrevlerine
dond ti U bildirimi tir.°?®® Koyama ve arkada lar 2-okso-(3H)-
benzoksazol ve diazometan n, reaksiyonu sonucu daha ¢ok 3-metil-2-
okso-benzoksazol ve bunun yan sra da bir miktar 2-metoksibenzoksazol

yap s nda bile ikler elde etmi lerdir.®*

2-0kso-3H-benzoksazollerin  formaldehit ile reaksiyonu

sonucu 3-hidroksimetil-2-okso-benzoksazol haz rlanm tr.%°

CH,OH

H /
x—N x—N
O+ HCHO—— (e}
R|/ Z o>: RL(\/[O>:

Sekonder amin varl nda Mannich bazlarn verdikleri

bildirilmi tir.6>5¢

CHoN(R),

H N/
@[N , _HoHo @[> o
> HN(R) -

R/ ~ 0 i R/ °

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

benzoksazol haz rlanm tr.%’

’ /
x—N x—N
L mm — (Th-

R/ Z 0 R/ Z 0
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Akrilonitril ile 3-(2-siyanoetil)-2-okso-3H-benzoksazol elde

edilmi tir.®®
’ /CHZCHZCN
x—N N
@i /Eo + CH,=CH-CN —> @i >:o
A 0 /" G
R R
2-0kso-(3H)-benzoksazollerin asit klordrleri ile

tepkimelerinden  3-acil-2-okso-3H-benzoksazol yapsnda  urdnler

haz rlanm tr.%°

COR,
H /
XN XN
‘ /&o +  R,COCI —= ‘ >:o
" G G
R R
Alkil (2-0kso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoat turevlerinin

sentezinde genel olarak kullanlan ydntem 2-okso-3H-benzoksazolun
sodyum tuzunun olu turulmas ve daha sonra bu tuzun haloalkanoik asit

esterleri ile uygun ¢éziicii icerisinde tepkimeye sokulmasdr. >®

(/CHz)nCOORl
- +

NNa  c|(CH,)NCOOR, N
R >:O » R >:O

o o

R=Cl, Br Ry = H, CHg, C,Hsg
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(2-Okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit tlrevleri t¢ farkl

yontemle elde edilebilirler.

2-Okso-3H-benzoksazolun sodyum tuzunun haloalkanoik
asit tdrevlerinin sodyum tuzlar ile tepkimeye sokulmasyla (2-okso-3H-

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

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.”*
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De i ik yontemlerle elde edilen 3-(2-siyanoalkil)-2-okso-3H-
benzoksazol turevlerinin asit ortamda hidrolizi ile (2-okso-3H-benzoksazol-

3-il)alkanoik asit tirevleri elde edilmi tir.”?

2.9. 2-Okso-3 H-Benzoksazol Turevlerinin Biyolojik Etkileri
2-Okso-3H-benzoksazoliin 6zellikle 3, 5 ve 6 numaral
konumlar ndan yap lan substitisyonlar ile farkl biyolojik etkiye sahip pek
cok bile ik elde edilmi tir. 2-Okso-3H-benzoksazol tiirevlerinin hipnotik?,
antikonviilsan’*’®,  kas gev etici’®, analjezik antienflamatuvar’”"®,
antihipertansif®®, kardiyotonik®, antitilser® ve antioksidan® oldu u

bildirilmi tir.

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

2-Okso-3H-benzoksazolin antibakteriyel etkinli i ilk olarak
Martin ve Moss taraf ndan cal Im ve bile i in P. aeruginosa’ya kar
etkili oldu u bildirimi tir.®* Daha sonra Lespagnol ve arkada larnn
2-0kso-3H-benzoksazoliin E. coli'ye kar etklili oldu unu belirtmesiyle bu

alandaki cal malaryo unla m tr.%
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Virtanen ve arkada lar 2-okso-3H-benzoksazol ve
6-metoksi-2-okso-3H-benzoksazolin E. coli ve S. aureus’a Kkar
antibakteriyel, penicillum ve aspergilus’a kar antifungal etkinli i oldu unu

bildirmi lerdir.8%8’

Noda ve Tacquet ise yaptklar farkl cal malarda baz
2-0kso-3H-benzoksazol turevlerinin tuberklostatik etkinliklerini

saptam lard r.%%°

lerleyen y llarda ce itli ara trmac lar taraf ndan 2-okso-3H-
benzoksazolin Mannich bazlar hazrlanm ve bu bile iklerin
antibakteriyel ve antifungal etkinli i incelenmi , olduk¢a yuksek etkinli e

sahip olduklar bildirilmi tir.%%

Erdo an ve arkada lar 3,6-diacil-2-okso-3H-benzoksazol
tirevi bile iklerin Shigella flexneri, Salmonella typhi, P. aeruginosa,
P. vulgaris, S. aureus ve -hemolitik Streptococcus’a kar antibakteriyel

etkinlik gosterdi ini bildirmi tir.%*

2-0kso-3H-benzoksazol ve tlrevlerinin  Trichomonas
vaginalis’e kar etkinlikleri incelenmi ve baz tiurevlerin metranidazolden

daha guiclu etkinlik gésterdi i belirlenmi tir.%
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Gokhan ve arkada lar 6-acil-3-piperazinmetil-2-okso-3H-
benzoksazol tirevlerini sentezlemi ler ve baz bile iklerde referanslara

benzer antibakteriyel ve antifungal aktivite bulduklar n bildirmi lerdir.®

/—\
(\_/

Sy¥ean

(0]

N—-R

Yan zincirde 2-okso-3H-benzoksazol halkas ta yan yeni
sefalosporin tirevi bile ikler sentez edilmi . Bu bile iklerden bazlarnn
S. aureus ve S. epidermis’e kar sefaleksin ve sefazolinden daha guclu

antibakteriyel etkinli e sahip olduklar bildirilmi tir.%’

Antifungal etkinli e sahip ketokonazoliin piperazin halkas
Uzerindeki asetil grubu N-metil-2-okso-3H-benzoksazol ile de i tirilerek

yeni bile iklere ula Im ve antifungal etkinlikleri incelenmi tir.*®

@%jmz o~ ) wH
)i:%j% @ ) OY
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3. DENEYSEL CALI MALAR
3.1. Kimyasal Cal malar

3.1.1. Materyal ve YOntem

3.1.1.1. Kimyasal Bile ikler

Bu cal mada kullanlan tim c¢oziculer teknik ve analitik
niteliktedir.  Bile iklerin  sentezinde kullanlan  5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol, dimetil sdlfat, benzilizosiyanat, 4-klorofenilizosiyanat,
4-metoksifenilizosiyanat, 4-klorofenilizotiyosiyanat, benzilizotiyosiyanat,
4-metoksifenilizotiyosiyanat, fenilizosiyanat ve p-tolilizosiyanat Aldrich,
sodyum hidroksit, N,N-dimetilformamit Merck, kalay klorir, sodyum
karbonat Acros, fenilizotiyosiyanat, nitrik asit Fluka, yap lan analizlerde
kullan lan dimetilstlfoksit-dge (DMSO-dg) Aldrich, potasyum bromur ve
Silikajel 60 F2s4 (Kat. No: 5554) Merck firmas n n drunleridir.

Sentezlerde hareket  maddesi olarak kullan lan
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 tirevleri
literatrde kay tl d r. Ancak nitro ve amino tirevlerine ait fizikokimyasal ve

spektral analiz verileri bulunmamaktad r .

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 ¢ozeltisinde ¢o6zildu, daha sonra 16.2 ml (0.17 mol)
dimetilsulfat ilave edildi. Kar m oda scakl nda 20 dakika kar trid.
Sure sonunda 100 ml su ilave edildi Coken driin stzaldd, kurutuldu. Elde
edilen triin 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 Uzerine scakl n 40-50 °C arasnda
kalmas sa lanarak 175 g (0.1 mol) 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazol porsiyonlar halinde ilave edildi. lave sonunda balon iceri i
buzlu suya bo altld. 10 dakika kar trld. Coken madde suzuldd,
kurutuldu. Elde edilen urin 20.0 g. Verim: %91.86. Erime derecesi:
157°C 1%

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg)  8.22 (s, 1H, H'), 7.78
(s, 1H, HY, 3.39 (s, 3H, -CH3) ppm’de pikler gorilir.

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 iceri i geri ¢ceviren so utucu alt nda 1.5 saat kaynatId . Oda
scakl nda % 25'lik sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 11-12 aras na
getirildi. 200 ml diklorometan ilave edildi. Fazlar ayrld. Diklorometan
kurulu a kadar ucuruldu. Metanol ilavesiyle ¢Oken madde suzuldd,
kurutuldu. Elde edilen Grin 15.0 g. Verim: % 86.3. Erime derecesi:
228°C.100'101

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg)  7.16 (s, 1H, H%), 6.75
(s, 1H, H"), 5.22 (s, 2H, -NH), 3.40 (s, 3H, -CHs) ppm’de pikler gorulir.

40



3.1.1.2.4. Ure ve Tiyoure Turevlerinin Genel Sentez Yéntemleri

YoOntem -1:

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-2-okso-3-metil-
benzoksazol 10 ml tetrahidrofuranda c¢ozuldikten sonra, 3 mmol uygun
izosiyanat veya izotiyosiyanat ilave edilerek kar m oda scakl nda
kar trld. Amino tirevi tikeninceye kadar reaksiyona devam edildi.

Coken Urun stzuldd, kurutuldu, uygun ¢ézicuden kristallendirildi.

Yontem -2:

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

suzuldd, kurutuldu, uygun ¢oztcuden kristallendirildi.

Yontem -3:

05 g (25 mmol) 6-amino-5-kloro-2-okso-3-metil-
benzoksazol Gizerine 2-3 mmol uygun izosiyanat veya izotiyosiyanat tirevi
ilave edilerek 65 °C'de kar trild. Amino tiirevi tiikkeninceye kadar
reaksiyona devam edildi. Coken 0Orin soOzuldd, kurutuldu, uygun

¢cOzicuden kristallendirildi.
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3.2. Analitik Kontroller

3.2.1. Erime Derecesi Tayini

Bile iklerin erime dereceleri "Elektrothermal 9300" erime

derecesi tayin cihaz nda saptanm tr.

3.2 2. nce Tabaka Kromatografisi le Yap lan Kontroller

3.2.2.1. Materyal

Plaklar. Bu cal mada Silikajel 60 Fzs4 hazr plaklar

kullanIm tr.

Cozucu sistemleri: Sentezlenen bile iklerin gozlendi i ince

tabaka kromatografisi ¢ozucu sistemleria a da belirtilmi tir.

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

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

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

3.2.2.2. YOntem

Siuruklenme  artlar: CoOzucu sistemleri  kromatografi

kivetlerine konulduktan sonra oda s cakl nda doygunluk sa lanm tr.
Sentez edilen bile ikler ile ba lang¢ maddeleri uygun c¢ozicilerde
cOzilerek haz r plaklara tatbik edilmi tir. Oda s cakl nda bildirilen ¢6ziicu

sistemlerinde suriklenerek Ry de erleri saptanm tr.
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Lekelerin Belirlenmesi: Sentez edilen bile ikler ve sentez

ba lang ¢ maddelerine ait lekeler, UV lambas (254 nm ve 366 nm)

kullan larak belirlenmi tir.

3.2.3. Spektroskopik Yontemler

3.2.3.1. *H NMR Spektrumlar

Spektrumlar bile iklerin DMSO-dgs icindeki c¢ozeltisinde,
Fargem A. . deki Varian Mercury 300 MHz NMR spektrometresinde
alnp, (ppm) skalas nda de erlendirilmi tir.

3.2.4. Elementel Analizler

Bile iklerin elementel analizleri CHNS-932 (LECO)
Elementel Analiz Cihaz ile Ankara Universitesi Eczac | k Fakiiltesi Merkez

Laboratuvar nda yaptrim tr.

3.2.5. Kitle

Bile iklerin tam kitle olgtimleri, Gazi Universitesi Eczac | k
Fakiltesi Merkez laboratuvar nda, ultraperformans| yiksek basngl sv
kromatografisi (UPLC) (Waters Corporation, Milford, USA) ile birle tirilmi
Micromass LCT Premier XE, Waters (Milford, MA, USA) marka yuksek
¢Ozunarluklt kutle spektrometresinde (HRSM), elektron sprey iyonizasyon

(ESI) yontemi kullan larak tayin edilmi tir.
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3.3. Biyolojik Aktivite Cal malar

Biyolojik aktivite cal malar Gazi Universitesi Eczac |k

Fakuiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dal nda yap Im tr.

3.3.1. Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Cal malar

3.3.1.1. Mikroorganizmalar

Cal mada, Escherichia coli ATCC 25922, E.coli ATCC
35218, E.coli izolat (ESBL: Extended spectrum beta lakamaz enzimi igerir,
biatin beta laktam antibiyotiklere direnclidir), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, P.aeruginosa izolat, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
S.aureus izolat MRSA (metisiline direncgli S.aureus), Enterococcus faecalis
ATCC 29212, E.faecalis izolat, Candida albicans ATCC 10231, C.kruseli
ATCC 6258 su lar kullanIm tr.

3.3.1.2. Mikrodiliisyon Yontemi

Cal mada Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
M100-S16%% ve M27-A'® &nerileri do rultusunda mikrodiliisyon yéntemi
kullan larak yeni sentezlenen bile iklerin ve standart antibiyotiklerin

minimum inhibisyon konsantrasyonlar (M K) saptanm tr.

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck), Mueller Hinton Broth
(MHB) (Merck), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Merck), Sabouraud
Liqguid Medium (SLM) (Merck) ve MOPS ile pH:7'ye tamponlanm L-
glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri (Sigma) kullanIm tr. MHA, MHB,
SDA ve SLM 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak, RPMI besiyeri, milipor

filtreden suzllerek steril edilmi tir.
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Bakteriler icin MHA, mayalar icin SDA kultir plaklar nda
dretilmi  olan kolonilerden 3-5 tanesi secilmi ve 6ze ile al narak s ras yla
MHB ve SLM besiyerlerine aktarlm tr. Sv besiyerlerindeki kilttrler
sras yla 37 °C’de ve 35°C’de 0.5 McFarland standard na ula ncaya kadar
inkiibe edilip, kudltirin bulankl , Uzerine sv besiyeri eklenerek
ayarlanm tr. Ayarlanm inokulum sispansiyonu haz rland ktan sonra 15
dakika icinde inokilasyon sonunda her kuyucukta bakteriler icin 10*
CFU/mL, mayalar icin 10®° CFU/mL olacak ekilde sv besiyerinde

sulandrim tr.

Bakteri  inokllasyonu yaplacak olan  mikrodilisyon
plaklar nn her kuyucu una 100uL katyon ayar yaplm MHB, maya
inokilasyonu yap lacak olan mikrodilisyon plaklarnn her kuyucu una
100pL MOPS ile pH:7'ye tamponlanm L-glutamin iceren RPMI 1640

besiyeri eklenmi tir.

Cal mada, ampisilin (Mustafa Nevzat la¢ Sanayii),
ofloksasin (Zhejiang Huangyan East Asia Chemical CO. Ltd.), Vankomisin
(Mayne Pharma), Amoksisilin/klavulanik asit (2:1) (Deva lag) ve
amfoterisin B (Bristol Myers Squibb) ve Flukonazol (Pfizer)'un Uretici

firmalardan temin edilen standartlar kullanIm tr.

Antibiyotiklerin ~ stok  solisyonlarnn  haz rlanmas nda

kullan lan ¢oztictler a a da verilmi tir.
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Antibiyotik COzucu

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 ara trlan yeni

sentezlenen bile ikler dimetil stilfoksit (DMSO) (Merck) ile ¢ozulma tar.

Stok solusyonlar  hazrlanan antibiyotikler ve yeni
sentezlenen bile ikler, mikrodilisyon plaklar n n ilk kuyucuklar na 100uL
hacimde eklenmi tir. Boylece stok sollisyondaki madde konsantrasyonu
cift katl olarak sulandrIim olur. Cok kanall mikropipet kullan larak cift
katl diluisyona devam edilip mikrodilisyon plaklarnn takip eden
kuyucuklar nda da antibiyotik konsantrasyonu her defas nda yar yarya

azaltIm tr.

Dilusyon i lemi tamamland ktan sonra, mikrodiliisyon
pla ndaki her kuyucu a, haz rlanan inokulum stspansiyonlar ndan 10uL
inokilasyon yap Im tr.

Her mikrodilisyon pla nda sadece besiyeri ve
mikroorganizma iceren ve sadece besiyeri iceren kontrol kuyucuklar
eklenmi tir. Ayrca kullanlan tim ¢6zlculerin antimikrobiyal etkilerine
bakIm tr.
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Bakteri inokule edilmi mikrodilisyon plaklar 37°C’de 16-20
saat, maya inoklle edilmi mikrodiliisyon plaklar 35°C’de 24—48 saat sire

ile aerop ko ullarda ettivde inkiibe edilmi tir.

M K, mikroorganizman n mikrodilisyon kuyucuklar ndaki
uremesini tamamen inhibe eden en di Uk ila¢g konsantrasyonu olarak
saptanm tr.

3.3.2. Antimikobakteriyel Aktivite Cal malar

3.3.2.1. Mikroorganizma

Cal mada virtlan oldu u bilinen Mycobacterium tuberculosis
H37RV ATCC 27294 su u kullanIm tr.

3.3.2.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Cal mada mikrodilisyon yontemi olarak mikropleyt alamar

mavisi yontemi (MABA) kullan Im  tr.***

Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 su unun
7H11 Middlebrook agar besiyerinde (Becton Dickinson) subkultiri
yapIm tr. Mc Farland-1 bulanklk standard na gére bakteri
suspansiyonu haz rlanm tr. Sispansiyon icin %0.04 Tween—80 ve %0.2
bovin serum albumin kullanIm tr. Stspansiyon 1:25 oran nda 7H9GC
broth (Becton Dickinson) besiyerinde diliie edilmi ve inokulum olarak bu

bakteri sispansiyonu kullanm tr.

zoniazit  (sigma) distle suda c¢oOzilerek  8ug/ml

konsantrasyonda haz rlanm tr.

96 kuyucuklu mikropleytin en d srasna buharla may
engellemek icin 200ul steril distile su koyulmu tur. Kalan kuyucuklara

100pul 7H9GC sv besiyeri eklenmi tir. Stok sollsyonlar haz rlanan
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antibiyotikler ve yeni sentezlenen bile ikler, mikrodiliisyon plaklar n n ikinci
kuyucuklar na 100uL hacimde eklenmi tir. Boylece stok sollisyondaki
madde konsantrasyonu cift katl olarak sulandrim olur. Cok kanall
mikropipet kullan larak cift katl dilisyona devam edilip mikrodilisyon
plaklar n n takip eden kuyucuklarnda da madde konsantrasyonu her

defas nda yar yarya azaltlm tr.

Son kuyucu un madde ve ilag igcermemesi sa lanarak
mikroorganizma kontroli olarak kullanIm tr. BUtin kuyucuklara 100l
Mycobacterium tuberculosis su unun 6nceden hazrlanan inokulum
soltsyonu eklenmi tir. Mikropleytler parafilmle kaplanarak 37°C’'de 5 gun
inkiibe edilmi tir. nkiibasyon suresi sonunda 1:1 oran nda alamar mavisi
(AbD Serotec) ve %10 tween 80 suspansiyon taze olarak haz rlanm ve
50ul  stspansiyon mikroorganizma kontrol kuyucuklar ndan birine
konulmu tur. Tekrar 37C de 1 gece inkiibasyona b rak Im tr. Ertesi gin
rengin pembeye doni mesi sonucunda di er kuyulara da ayn ekilde
haz rlanan alamar mavisi siispansiyonu eklenmi ve 37C’de inkiibasyona
brakIm tr. Ertesi gin butin renkler izlenmi ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu de eri olarak maviden pembeye doni en en du Uk

konsantrasyon tespit edilmi tir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Cal malar

4.1.1. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-fenilire (Bile ik 1)

. /
sBposs

05 g (2.5 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 gore elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan kar m kullan larak temizlendi. Elde edilen Grin
0.1 g. Verim %20.

Beyaz renkte, toz eklinde kristallerdir. 366 <T'de
dekompoze olur. Suda, etanolde ¢Oztinmez, dimetilsilfoksit ve asetonda

¢ozundar.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.36; 0.64; 0.39'dur. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 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, -NCHs) ppm’de pikler goriilir.
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Elementel analiz:

Ci15H12CIN3O3 . H0: %C %H %N
Hesaplanan 53.66 4.20 12.52
Bulunan 53.76 3.88 12.13

Kutle m/z (ESIY): 318 (M+1,100).

4.1.2. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metilfenil)lire

(Bile ik 2)
\©\ oc'ji:[N;:
o)
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 yontemi 3’ e goére elde edildi.Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan kar m kullan larak temizlendi. Elde edilen trin
0.103 g. Verim %12.3.

Sar renkte, toz eklinde kristallerdir. E.d. 353 T'dir. Suda,

etanolde ¢oziinmez, dimetilsulfoksit ve asetonda ¢ozunur.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.39; 0.68; 0.36'dr. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 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, -NCHj3), 2.23 (s, 3H, -PhCHs) ppm’'de pikler

gorular.
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Elementel analiz:

C16H14CIN303 .0.5 H,O: %C %H %N
Hesaplanan 56.39 4.43 12.33
Bulunan 56.72 4.40 12.29

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

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

(Bile ik 3)
cl cl N/
QI
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 yontemi 1l'e gore elde edildi. Dimetilformamit-su ile
kristallendirildi. Elde edilen trin 0.45 g. Verim %51.1.

Krem renkli, toz eklinde kristallerdir. E.d. 362 T'dir. Suda,
alkolde, asetonda c¢6ztinmez, N,N-dimetilformamit ve dimetilsulfoksitte

¢Ozundr.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.31; 0.66; 0.41'dir. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds)  9.47 (s,1H, -NH), 8.34
(s,1H, -NH), 8.02 (s, 1H, H'), 7.51 (s, 1H, HY, 7.49 (d, 2H, H?, H%), 7.34
(d, 2H, H¥, H®), 3.32 (s, 3H, -NCHs) ppm’de pikler gériilir.

Elementel analiz
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C15H11C|2N303.0.5 HzoZ %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)lre
(Bile_ik 4)

/
/O O CIj@[N
(@)
LI
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 yontemi 3'e gobre elde edildi. Kolon kromatografisi
etilasetat:hekzan (50:50) solvan kar m kullan larak temizlendi. Aseton
ve metanol kar m ndan kristallendirildi. Elde edilen Griin 0.08 g. Verim:
%10.

Beyaz renkte, toz eklinde kristallerdir. 338 <T'de
dekompoze olur. Suda, alkolde, asetonda ¢dztinmez, dimetilsilfoksitte

¢ozundar.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢0zlcl
sistemlerinde R de erleri srasyla 0.34; 0.62; 0.38'dir. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg)  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
52



(d, 2H, H®, H®), 3.66 (s, 3H, -OCHs), 3.32 (s, 3H,-NCH3) ppm’'de pikler

goralar.

Elementel analiz

C16H14C|N304: %C %H %N
Hesaplanan 55.26 4.06 12.08
Bulunan 54.80 4.17 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-benzilire

(Bile ik 5)
OCIj@[N;:
(@]
SR ARG
H H

05 g (2.5 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 0.3 ml (2.4 mmol) benzilizosiyanattan hareketle genel
sentez yontemi 1'e gore elde edilip hekzan ile ¢okturulda. Filtre edildi. Elde
edilen Uriin 0.1 g. Verim: %12.

Krem renkte, toz eklinde kristallerdir. 254 T’'de dekompoze

olur. Suda, etanolde ¢oziinmez, dimetilsilfoksitte ¢ozundar.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.35; 0.63; 0.42'dir. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

53



'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds)  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, -NCHg3z) ppm’de pikler géruldr.

Elementel analiz

C15H14C|N303: %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

(Bile ik 6)
o]
AL o
H H

05 g (2.5 mmol) 6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-

benzoksazol ve 2.0 ml (16.0 mmol) fenillizotiyosiyanattan hareketle, genel
sentez yontemi 2’ ye gore elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil asetat-
hekzan (50:50) solvan kar m nda temizlendi. Elde edilen Grin 0.14 g.
Verim %17.

Sar renkte, toz eklinde kristallerdir. E.d. 202 T'dir. Suda,

etanolde coziinmez, dimetilsilfoksit ve asetonda ¢ozunr.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢0zlcu
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.36; 0.75; 0.39'dur. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'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 gorulir.

Elementel analiz

C15H12CIN3028: %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 (ESI*): 334 (M+1,100)
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4.1.7. 1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-

klorofeniltiyolire (Bile ik 7)

Cl Cl N/
yeUpess

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 yontemi 3’ e gore elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil
asetat-hekzan (50:50) solvan kar mnda temizlendi. Asetondan
kristallendirildi. Elde edilen trin 0.1 g. Verim %12.

Sar renkte, toz eklinde kristallerdir. E.d. 189 T'dir. Suda,

asetonda ¢oziuinmez, dimetilsilfoksitte ¢ozundar.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R de erleri srasyla 0.31; 0.66; 0.40'dr. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds)  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,
-NCH3), ppm’de pikler gorulir.

Elementel analiz

C15H11CIoN30,S: %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)
tiyoure (Bile ik 8)

/
/O s Clj@['\l
(@)
LA T
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 gore elde edildi. Kolon kromatografisi
ile etil asetat-hekzan (50:50) solvan kar m nda temizlendi. Metanolden
kristallendirildi. Elde edilen trin 0.02 g. Verim %11.

Beyaz renkte, toz eklinde kristallerdir. E.d. 188 T’dir. Suda,

etanolde ¢oziinmez, dimetilsulfoksitte ¢ozundar.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R de erleri srasyla 0.35; 0.64; 0.36'dr. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds)  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, -OCHj), 3.35 (s, 3H, -NCH3) ppm’de pikler gorilir.

Elementel analiz

C16H14CIN3O3S : %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

(Bile ik 9)
SC|I:[N/>=
0
SALES
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 yontemi 2’ ye gore elde edildi. Kolon kromatografisi ile etil
asetat-hekzan (50:50) solvan kar mnda temizlendi. Elde edilen urln
0.02 g. Verim % 2.3.

Beyaz renkte, toz eklinde kristallerdir. E.d. 185T’dir. Suda,

etanolde ¢ozinmez, dimetilsulfoksit ve asetonda ¢ozunur.

nce tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 c¢ozlcl
sistemlerinde R; de erleri srasyla 0.36; 0.73; 0.39'dur. UV nda 254

nm’de mor leke eklinde gozlenir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds)  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, -NCHgz) ppm’de pikler goéraldr.

Elementel analiz

C16H14CIN30;S. H,O0: %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 Cal malar
4.2.1. Antibakteriyel, Antigungal ve Antimikobakteriyel Aktivite Sonuclar

Tablo 1: Sentezlenen Bile iklerin Test Edilen Mikroorganizmalara Kar M K
(ug/ml) De erleri
Bile ikler A B C D E F G H I 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 0.125 | 0.5 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.coliATCC 25922, BE.coli ATCC 35218, CE.coliizolat (ESBL), D:P. aeruginosaéATCC
27853, EPP.aeruginosazolat, F:S. aureusATCC 29213, GS.aureuszolat (MRSA),

H: E. faecalisATCC 29212, |E.faecalisizolat (VRE), J:C. albicansATCC 10231, KC.krusei
ATCC 6258, L. M. tuberculosiH37RV ATCC 27294
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5. TARTI MA ve SONUC

Tez cal mam zda 5-kloro-6-amino-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazolin ce itli izosiyanat ve izotiyosiyanatlar ile tepkimesinden
be tanesi Ure ve dort tanesi tiyolre olmak Uzere toplam dokuz adet yeni
bile i in sentezi yapId, yap lar kantland ve in vitro testler ile bile iklerin

antibakteriyel, antifungal ve antimikobakteriyel etkileri de erlenirildi.

Bile iklerin sentezi 5-kloro-2-o0kso-3H-benzoksazolden

hareketle gergekle tirilmi tir.

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

benzoksazol sentez edilmi tir.

CHs
i
Cl N (CH3)2S04 cl N
L= - L=
o NaOH/H,0 o

Metilasyon aranad olan 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-
benzoksazolin nitrik asit ile nitrolama tepkimesinden 5-kloro-6-nitro-3-

metil-2-okso-3H-benzoksazol tirevi haz rlanm tr.

CHj CI3H3
cl N HNO “ N
e 2
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-benzoksazolin kalay klortr ile rediksiyonundan

elde edilmi tir.

CH3 CI:HS
ci N sncl,  C N
T =~ T L=
O,N 0 HoN o

6-Amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol tlrevinin
izosiyonat ve izotiyosiyanatlar ile tepkimesinden srasyla Ure ve tiyolre

turevleri sentez edilmi tir.

CHs
CHs C N
Cl N R—N=C=X R )]\ Ij: >:O
)=0 > N7 N o
H,N (6] H H

X=0,S

Sentezi gercekle tirilen bile iklerin yap lar *H-NMR, Mass ve

elementel analiz verileri ile kan tlanm tr.

Ure tiirevlerinin *H-NMR spektrumlarnda  9.47-8.10 ppm

aras N-H protonlar na ait sinyaller goralmu ttr.

1-(5-Kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-benziltire
tirevinde (Bile ik 5), 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolun H’, H* protonlar,
fenil halkas protonlar ile birlikte  7.50-7.20 ppm aras multiplet olarak
gozlenirken, di er Ure turevilerinde; 8.06-8.00 ppm aras 5-kloro-2-okso-
3H-benzoksazol H’ ve 7.52-7.44 ppm aras 5-kloro-2-okso-3H-

benzoksazol H* protonlar na ait sinyaller gérilmii tir.
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Tiyotre tirevlerinin *H-NMR spektrumlar nda 9.92-8.20
ppm aras N-H protonlar na ait sinyaller géralma tidr. 1-(5-Kloro-3-metil-2-
okso-3H-benzoksazol-6-il)-3-(4-metoksifenil)tiyotre turevinde (Bile ik 8),
5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol H’ ve H* protonlar 7.52 ppm de tek bir
singlet olarak goriiliirken, di er tiyoire tiirevlerinde H’ ve H* protonlar,

fenil halkas protonlar ile birlikte multiplet olarak gézlenmi tir.

Elektrospray iyonizasyon (ESI) yontemi kullan larak
gercekle tirilen Mass analizlerinde, bitin sonug¢ bile ikler pozitif
iyonizasyon tekni i ile (M+1)" iyonlar halinde % 100 ba | intensiteleri ile

kolayca izlenmi tir.
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Tablo 2: Sentezlenen Bile

/©/(CH2)I’]\
R

X=0,S n=0

X=0

n=0

X=0,S

n=1

iklerin Test Edilen Mikroorganizmalara Kar

R =H, -Cl, -OCH,

RZCHg
R=H

CHs
CIL,
=0
NJ\N o
H H

M K (ug/ml) De erleri

Bile ik R nlx| A|BJ| C |D]|E F | G | H | J K L
1 H ol o | 128 | 32 | 256 | 128|128 | 256 | 128 | 16 |256 | 128 | 128 | 128
2 CH, | 0 | 0| 128|382 | 256 | 128|256 | 512 |128 | 32 | 256 | 128 |128 | 128
3 cl 0| 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| 0| 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 | 256 | 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| g | 256 | 32 | 256 | 128 | 128 | 256 | 128|128 | 256 | 64 | 32 | 256

Ampisilin R R . 8 - | 1024 | - - 0.5 - 1 |05 - - -

Ofloksasin 0.03 | - 8 2 2 (0125 05| 2 4 } } }

Vankomisin - - - - - 0.5 2 1 8 . - -

Amoksisilin-
klavulanik - 8 - - - - - - - - - -
asit (2/1)

Flukonazol - - -

Amfoterisin 0.125 | 0.5 -
B

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

A: E.coli ATCC 25922, BE.coli ATCC 35218, CE.coliizolat (ESBL), D:P. aeruginosaATCC 27853, EP.aeruginosazolat,
F: S. aureusATCC 29213, GS.aureuszolat (MRSA), H:E. faecalisATCC 29212, |E.faecalisizolat (VRE), J:.C. albicansATCC 10231,
K: C.kruselATCC 6258, L. M. tuberculosiH37RV ATCC 27



Sentezlenen bile ikler Escherichia coli ATCC 25922, E.coli
ATCC 35218, E.coli izolat (ESBL), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, P.aeruginosa izolat, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
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 kar etkinlikleri
ac s ndan incelenmi tir. Referans olarak ampisilin, ofloksasin, vankomisin,
amoksisilin-klavulanik asit, flukonazol, amfoterisin B ve izoniazit

kullan Im tr.

Ure tirevi olan Bile ik 1, 2, 4 ve tiyoure tirevi olan bile ik
6 ve 9, E. coli ATCC 35218’ kar 32 pg/mllik konsantrasyonda etkili
bulunmu tur. Bir di er ifade ile bu bile ikler E. coli ATCC 35218’e kar
amoksisilin-klavulanik asit (8 pg/ml) kombinasyonunun % 25’i kadar
etkilidir. Bile ik 5 ve 7'nin E. coli ATCC 351218'e kar M K de erleri 64

png/ml olarak belirlenmi tir.

Test edilen bile ikler arasnda Ure turevieri (Bile ik 1-5)
E. faecalise kar 16-64 pg/ml arasnda de i en MK de erleri ile
antibakteriyel etki gosterirken, tiyoure turevlerinin E. faecalis’e kar
dikkate de er aktivitesi gozlenmemi tir. Ure tirevi olan nonstbstitiiefenil
halkas na sahip Bile ik 1 ve fenil halkas n n para konumunda klor atomu
ta yan Bile ik 3, E. faecalis’e kar 16 pg/ml'lik M K de erleri ile en etkili
turevlerdir. Bile ik 2 E. faecalise kar 32 pg/mllik konsantrasyonda,
Bile ik 4 ve 5 ise E. faecalis'e kar 64 pg/mllik konsantrasyonda etkili

bulunmu tur.
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E. coli ATCC 25922'nin, E. coli izolatnn P. aeruginosa ve
izolatnn, S. aureus ve izolatnn, E. faecalis izolatnn, ayrca
M. tuberculosis’in test edilen bile iklere kar dikkate de er bir duyarl |

tespit edilmemi tir.

Bile iklerin antifungal aktiviteleri de erlendirildi inde, Ure
turevi bile ik 3, 5’in hem C. albicans’a hem de C. krusei'ye kar 64
pg/mllik MK de eri ile etkili oldu u; tiyoure turevi bile ik 6 ve 9'da
C. albicans’a kar 64 pg/ml’lik, C. krusei'ye kar ise 32 pg/ml'lik M K

de eriile etkili olduklar belirlenmi tir.

Elde edilen sonuclar gbz 6nine alnd nda, Ure turevlerinin
genellikle E. coli ATCC 351218, E. faecalis ve funguslara kar etkili
oldu unu, fakat tiyoure turevlerinin ise genellikle E. coli ATCC 351218'e ve

funguslara kar etkili oldu u bulunmu tur.

Cal mam z n bundan sonraki a amas nda, bile iklerin suda
¢ozunarluklerini art rabilmek amacyla 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
halkasnn 2-okso-3H-benzoksazol halkasnn 3. konumunda metil
substitiienti ta mayan Ure ve tiyoure tdrevlerinin hazrlanmas

planlanmaktad r.
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6. OZET

BAZI 5-KLORO-6-SUBST TUE-3-MET L-2-OKSO-3H-BENZOKSAZOL
TUREVLER N N SENTEZ ANT BAKTER YEL VE ANT FUNGAL
ETK LER UZER NDE CALI MALAR

Tez kapsamnda, 5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol
halkas n n 6. konumunda Ure ve tiyolre turevleri ta yan dokuz yeni bile ik
sentez edildi ve yaplar 'H-NMR, Mass ve elementel analiz verileri ile
kan tland . Daha sonra, bile iklerin antimikrobiyal aktiviteleri ¢e itli Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri turlerine, funguslara ve M. Tuberculosis
H37Rv’' e kar de erlendirildi.

6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazoliin izosiyanat
turevleri ile tepkimesinden elde edilen dre turevlerinin genellikle E. coli
ATCC 351218, E. faecalis ve funguslara kar etkili oldu unu, fakat
6-amino-5-kloro-3-metil-2-okso-3H-benzoksazolun izotiyosiyanat tirevieri
ile tepkimesinden elde edilen tiyotre turevlerinin ise E. coli ATCC 351218

ve funguslara kar daha etkili oldu u bulunmu tur.

Sentezlenen bile ikler aras nda; E. coli ATCC 351218’e kar
en iyi antibakteriyel aktiviteyi 32 ug/ml’lik M K de erleri ile Bile ik 1, 2, 4, 6
ve 9 gostermi tir. Ayrca Bile ik 1 ve 3'Un 16 pg/mllik M K de erleri ile
E. faecalis’e kar en etkili tirevler olduklar tespit edilmi tir.

Anahtar Kelimeler:  2-okso-(3H)-benzoksazol, Ureler 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 H37Ruv.

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 pug/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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