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Oz

Bu cgaligmada 6 adet orijinal 2,5-disiibstitiie benzoksazol tiirevi sentezlendi ve yapilar1 'H-NMR, '*C-NMR spektrokopisi ve HRMS ile
aydinlatildi. Sentezlenen bilesiklerin mikrodiliisyon teknigi ile gesitli Gram (+), Gram (-) bakteri, mantar ve bunlarin izolatlarina kars1
antimikrobiyal aktiviteleri incelendi. Test edilen benzoksazol tiirevlerinin antimikrobiyal aktiviteleri genel olarak referans ilaglara gére
daha zayif olmakla birlikte; en iyi aktiviteyi C. albicans izolatina karst MIK: 16 pg/mL ile C1, C5 ve C6 tiirevleri gsterdi. Bilesiklerin
molekiiler doking ¢alismasi gergeklestirildi ve C. albicans izotina karsi en etkili bilesiklerden biri olan C5'in (doking skoru en diisiik
olan) 2D/3D protein-ligand etkilesimleri gosterildi. Ayrica tiim bilesiklerin HOMO-LUMO enerjileri ve bu enerjilerden elde edilen
iyonlasma potansiyeli (IP), elektron afinitesi (EA), elektronegatiflik (X), kimyasal sertlik (1), kimyasal yumusaklik (S), kimyasal
potansiyel (n ) ve elektrofilik indeks (m) gibi diger elektronik parametreleri hesaplandi. C1, C5 ve C6’nin HOMO-LUMO diyagrami,
molekiiler elektrostatik potansiyel analizi ve optimize edilmis molekiiler yapilar1 da gorsel olarak sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Benzoksazol, Sentez, Antimikrobiyal aktivite, DFT, Molekiiler doking.

Synthesis, Antimicrobial Activity, Molecular Docking and DFT
Studies of Some New 2,5-Disubstituted Benzoxazole Derivatives

Abstract

In this study, 6 original 2,5-disubstituted benzoxazole derivatives were synthesized and their structures were elucidated by *H-NMR,
13C-NMR spectroscopy, and HRMS. Their antimicrobial activities against various Gram (+), Gram (-) bacteria, fungi, and their isolates
were investigated by microdilution technique. Although antimicrobial activities of tested benzoxazole derivatives were generally weaker
than reference drugs; C1, C5 and C6 derivatives showed the best activity against C. albicans isolate with MIC: 16 pg/mL. Molecular
docking study of the compounds was carried out and 2D/3D protein-ligand interactions of C5 (the lowest docking score), one of the
most effective compounds against C. albicans isolate, were demonstrated. In addition, HOMO-LUMO energies of all compounds and
electronic parameters such as ionization potential (IP), electron affinity (EA), electronegativity (X), chemical hardness (1), chemical
softness (S), chemical potential (u) and electrophilic index (o) obtained from these energies were calculated. The HOMO-LUMO
diagram, molecular electrostatic potential analysis, and optimized molecular structures of C1, C5, and C6 were also presented visually.

Keywords: Benzoxazole, Synthesis, Antimicrobial activity, DFT, Molecular docking.
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1. Giris

Bakteri ve mantarlarin neden oldugu bulasici hastaliklar
halen halk sagligina yonelik en onemli tehditlerden birisidir.
Ozellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
vankomisine direngli Enterococcus faecalis (VREF) ve
flukonazole direngli C. albicans gibi yaygin ilag direnci ¢agimizin
en ciddi sorunlar1 arasinda yer almaktadir (Aslam ve ark., 2018;
De Oliveira ve ark., 2020; Ventola, 2015). Klinikte kullanilan
bir¢ok antimikrobiyal ilag olmasina ragmen mikroorganizmalar
bu ilaglara kars1 hizla direng gelistirdigi i¢in kisa siirede daha az
etkili hale gelmektedir. Bugiin; ilaca bagli veya mikroorganizma
kaynakli direng¢ gelismeleri, uygun olmayan tedavi yontemleri,
yalnizca semptomlar1 ortadan kaldirmak igin yazilan regeteler ve
hastalarin tedaviyi yarida birakmast bulagici hastaliklarla
miicadeleyi zorlastirmaktadir. Antimikrobiyallere direng; daha
yiiksek tibbi maliyetlere, tedavi basarisizligina, artan mortalite ve
morbidite oranina, hastanede daha uzun kalis siiresine ve artan
sakatliga yol agmaktadir. Organ nakli, kanser tedavisi, diyabet ve
cerrahi operasyonlar gibi bir¢cok tibbi islem, enfeksiyonlarin
onlenmesi ve tedavisi i¢in etkili antimikrobiyaller olmadan ¢ok
daha riskli hale gelmektedir (Abushaheen ve ark., 2020; Christaki
ve ark., 2020; French, 2010). Bu durum, yeni ilag gelistirme
caligmalarinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya ¢ikarmakta ve
aragtirmacilar1 daha etkili antimikrobiyal ilaglar tasarlamaya ve
sentezlemeye yonlendirmektedir.

Benzoksazol halka sisteminin agik kimyasal yapisi, niikleik
asit yapisindaki adenin ve guanin bazlarinin yapisal izosterleridir
(Sekil 1) ve kemoterapdtik aktivitelerini niikleik asit sentezini
inhibe ederek gosterdigi diisiiniilmektedir (Oehlers ve ark., 2004).
Bu yaklagim, benzoksazol tiirevlerine olan ilgiyi daha da
artirmaktadir.
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Sekil 1. Benzoksazol (a), adenin (b) ve guanin (c) halkalar
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Son caligmalarda benzoksazol halkasina sahip bir¢cok dogal
ve sentetik iirlin, antimikrobiyal (Tagsct ve ark., 2018),
antiparkinson (Benazzouz ve ark., 1995), antihipertansif (Wu ve
ark., 2018), antikanser (Osmaniye ve ark., 2021), antioksidan
(Kashid ve ark., 2019), antikonviilsan (Song ve ark., 2019) ve
anti-alzheimer (Temiz-Arpaci ve ark., 2016) gibi ¢ok cesitli
farmakolojik Ozellikler sergilemektedir. Daha oOnceki yapilan
calismalarda, benzoksazol halkasinin 2. pozisyonda p-
(siibstitiiefenil/benzil) ve 5. pozisyonda amid yan zincirine bagh
6 lyeli halkalar sentezlenmis ve tiirevler arasinda MRSA ’ya karsi
gentamisin kadar etkili bilesikler gézlenmis; ayrica MRSA’ya
kars1 yapilan kantitatif yapi-etki ¢calismasi ile de yapida piperazin
grubu varligmin aktiviteyi olumlu etkiledigi belirlenmistir
(Arisoy, M. ve ark., 2008; Temiz-Arpact ve ark., 2005). Bu
verilerden hareketle bu ¢aligma kapsaminda genel yapist 2-(p-
metil/etilfenil)-5-(2-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)
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asetamido)benzoksazol olan bazi yeni bilesikler sentezlendi
(Sekil 2), yapilart 'H-NMR, '3C-NMR spektroskopisi ve HRMS
ile aydinlatildi. Mikrodiliisyon teknigi ile gesitli Gram (+), Gram
(-) bakteri, mantar ve bunlarin izolatlarina kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri incelendi ve yapi-aktivite iliskileri degerlendirildi.
Ayrica, bilesiklerin molekdiler reaktivite analizi (HOMO-LUMO)
ve bu analizden elde edilen diger elektronik parametreler,
molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) analizi ve geometri
optimizasyonu DFT/B3LYP teorisi ve 6-311G+ (d,p) baz seti ile
hesaplandi, ve sonuglar goriintiilendi.
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Sekil 2. Sentezlenen yeni benzoksazol tiirevieri

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimya

Kimyasallar ve ¢oziiciiler Sigma Aldrich, Merck, Riedel de
Haen ve Fluka'dan satin alindi ve daha fazla saflastiriimadan
kullanildi. Erime noktalar1 Electrothermal 9100 (Varian, Palo
Alto, CA) cihazi ile belirlendi ve sonuglar diizeltilmeden verildi.
'"H-NMR ve *C NMR spektrumlari, Varian Mercury 400 MHz
Yiiksek Performansli Dijital FT-NMR spektrometresi (Palo Alto,
CA, ABD) ile alindi ve c¢oziici olarak dimetilsiilfoksit-de
(DMSO-d¢) kullanildi. M+1 pikleri, Shimadzu LC/MS ITTOF
sistemi (Shimadzu, Tokyo, Japonya) ile belirlendi.

2.1.1. 2-(p-Metil/Etilfenil)-5-(2-(4-siibstitiiepiperazin-1-
il)asetamido)benzoksazol Tiirevlerinin Sentezi

[lk basamakta, 1 mmol 2,4-diaminofenol dihidrokloriir ve 1
mmol p-metil/etil benzoik asit, polifosforik asit (PPA)
katalizorliigiinde 160°C-190°C'de yaklasik 3 saat karistirildi.
Reaksiyonun sonunda, reaksiyon igerigi buz iizerine dokiildii ve
%]10’luk NaOH ¢ozeltisi, ortam alkali olana kadar ilave edildi.
Cokelti siiziildii, etanol-su karisimindan kristallendirildi ve
kurutuldu. 2. Basamakta, 1 mmol 2-(p-metil/etilfenil)-5-amino
benzoksazol (A1, A2) 20 ml dietil eter iginde ¢6ziildii. 2 mmol
NaHCO; 10 ml su i¢inde ¢o6ziildii. Eter ve su fazi, buz banyosu
icinde manyetik karistiricidda  karigtirtlircken, 1 mmol  2-
kloroasetilkloriir yavas yavas ilave edildi ve karigtirmaya gece
boyunca devam edildi. Reaksiyonun sonunda olusan c¢okelek
stiziildii, etanol-su karisimindan kristallendirildi ve kurutuldu. 3.
Basamakta, 1 mmol 2-(p-metil/etilfenil)-5-(2-
kloroasetamido)benzoksazol tiirevi bilesikler (B1, B2), 1 mmol
piperazin tiirevleri ile trietilamin (TEA) ve dimetilformamid
(DMF) katalizorliigiinde oda sicakliginda 24 saat reaksiyona
birakildi. Reaksiyonun sonunda ortama su ilave edildi, iirlin
¢okeltildi, daha sonra etanol-su karisimindan kristallendirildi
veya kolon kromatografisi metodu ile saflastirildi (mobil faz: etil
asetat-n-heksan (1:1) ve sonug iiriinler elde edildi (C1-C6).
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2-(p-Metilfenil)-5-(2-(4-(p-nitrofenilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C1)

Verim %75, erime noktast: 200-202°C. 'H-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-d¢): 9.99 (s, 1H, -NH), 8.17 (d, J= 1.9 Hz, 1H, Ar-
H), 8.06 (d, J=2.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H),
7.61 (s, 1H, Ar-H), 7.42 (d, J= 8.0 Hz, 3H, Ar-H), 7.04 (d, /=9.0
Hz, 3H, Ar-H), 3.55 (d, J = 9.6 Hz, 4H, (2)-CHz>), 3.25 (s, 2H, -
CH,), 2.69 (d, J = 5.0 Hz, 4H, (2)-CHz), 2.41 (s, 3H, -CH3). 13C-
NMR 8 ppm (100 MHz, DMSO-d¢): 168.61, 163.58, 155.19,
146.84, 142.64, 142.14, 137.29, 136.26, 130.38, 127.69, 126.21,
124.13, 118.23, 113.11, 111.01, 110.74, 61.83, 52.67, 46.72,
21.63. HRMS (m/z): [M+H]" CyH2sNsO4 igin hesaplanan:
472.19065; bulunan: 472.19945.

2-(p-Metilfenil)-5-(2-(4-benzoilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C2)

Verim %50, erime noktasi: 175-177°C. 'H-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-ds): 9.97 (s, 1H, -NH), 8.15 (d, /= 2.0 Hz, 1H, Ar-
H), 8.07 (d, /J=8.0 Hz, 3H, Ar-H), 7.70 (d, /= 8.7 Hz, 1H, Ar-H),
7.58 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.47 — 7.42 (m, 6H, Ar-H),
3.72 (s, 3H, -CH3), 3.41 (s, 4H, (2)-CH>»), 3.22 (s, 2H, -CH>), 2.61
(d, J = 7.6 Hz, 1H, -CH), 2.40 (s, 3H, -CH3). *C-NMR 3 ppm
(100 MHz, DMSO-ds): 169.43, 168.58, 163.56, 146.83, 142.59,
142.14, 136.36, 136.24, 130.34, 129.96, 128.89, 127.67, 127.36,
124.13, 118.24, 110.96, 110.77, 61.84, 53.00, 47.53, 21.62.
HRMS (m/z): [M+H]" i¢in hesaplanan: C7H26N4O3: 455.20049;
bulunan: 455.21061.

2-(p-Etilfenil)-5-(2-(4-benzoilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C3)

Verim %45, erime noktasi: 190-192°C. 'TH-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-dg): 9.97 (s, 1H, -NH), 8.15 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ar-
H), 8.10 (d, J = 6.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.74 — 7.67 (m, 2H, Ar-H),
7.63 — 7.54 (m, 1H, Ar-H), 7.45 (d, J = 6.4 Hz, 7H, Ar-H), 3.72
(s, 3H, -CHj), 3.22 (s, 2H, -CHa), 3.14 — 2.41 (m, 6H, (3)-CH),
1.22 (t, J = 7.5 Hz, 4H, (2)-CH,). *C-NMR & ppm (100 MHz,
DMSO-ds): 169.43, 168.59, 163.56, 148.68, 146.86, 142.15,
136.37, 136.25, 129.97, 129.18, 128.90, 127.78, 127.36, 124.38,
118.25,110.98, 110.79, 61.84, 53.35, 40.59, 28.63, 15.63. HRMS
(m/z): [M+H]" C23H2sN403 i¢in hesaplanan: 469.21614; bulunan:
469.22469.

2-(p-Etilfenil)-5-(2-(4-(p-nitrofenilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C4)

Verim %77, erime noktasi: 195-197°C. 'TH-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-de): 10.00 (s, 1H, -NH), 8.17 (s, 1H, Ar-H), 8.14 —
8.03 (m, 4H, Ar-H), 7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.61 (s, 1H,
Ar-H), 7.46 (t, J = 6.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.05 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Ar-
H), 3.57 — 3.52 (m, 3H, -CHz), 3.25 (s, 2H, -CHb»), 2.74 (s, 1H, -
CH), 2.70 (t, J = 7.2 Hz, 6H, (3)-CH»), 1.23 (t, J= 7.5 Hz, 3H, -
CH, ve -CH). 3C-NMR & ppm (100 MHz, DMSO-d¢): 168.59,
163.58, 155.17, 148.69, 146.86, 142.16, 137.30, 136.26, 129.18,
127.79, 126.20, 124.37, 118.23, 113.10, 111.00, 110.77, 61.84,
52.67, 46.73, 40.60, 40.39, 40.18, 39.97, 39.76, 39.55, 39.34,
28.63, 15.63. HRMS (m/z): [M+H]" C27H27N504 i¢in hesaplanan:
486.20630; bulunan: 486.21535.

2-(p-Etilfenil)-5-(2-(4-(p-klorofenilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C5)
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Verim %70, erime noktasi: 200-202°C. 'H-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-ds): 9.94 (s, 1H, -NH), 8.19 — 8.08 (m, 3H, Ar-H),
7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.60 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Ar-H),
7.45 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H),
6.95 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ar-H), 3.22 (d, J = 7.7 Hz, 6H, (3)-CH),
2.69 (g, J = 6.6, 4.8 Hz, 6H, (3)-CHa), 1.23 (t, J = 7.6 Hz, 3H, -
CHs). 3C-NMR & ppm (100 MHz, DMSO-de): 168.66, 163.56,
150.28, 148.69, 146.85, 142.16, 136.28, 129.20, 129.07, 127.79,
124.38, 122.73, 118.21, 117.31, 111.00, 110.73, 62.12, 53.01,
48.36, 28.63, 15.65. HRMS (m/z): [M+H]* CyHyyCIN,O» icin
hesaplanan: 475.18225; bulunan: 475.19141

2-(p-Etilfenil)-5-(2-(4-(p-florofenilpiperazin-1-il)asetamido)
benzoksazol (C6)

Verim %65, erime noktast: 192-194°C. 'H-NMR & ppm (400
MHz, DMSO-ds): 9.96 (s, 1H, -NH), 8.17 (d, /= 2.0 Hz, 1H, Ar-
H), 8.11 — 8.08 (m, 2H, Ar-H), 7.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Ar-H),
7.60 (dd, J=8.9, 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.45 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ar-
H), 7.05 (dd, J=9.7, 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 6.99 — 6.93 (m, 2H, Ar-
H), 3.23 (s, 2H, -CH»), 3.16 (t, /= 4.9 Hz, 4H, (2)-CH,), 2.70 (t,
J=5.8 Hz, 6H, (3)-CH,), 1.22 (t,J= 7.6 Hz, 3H, -CH3;). 3C-NMR
d ppm (100 MHz, DMSO-d¢): 168.69, 163.56, 148.70, 148.40,
146.84, 142.16, 136.29, 129.21, 127.79, 124.38, 118.20, 117.63,
117.56, 115.82, 115.61, 111.01, 110.71, 62.16, 53.18, 49.32,
28.63, 15.65. HRMS (m/z): [M+H]* CyH2FN4O, igin
hesaplanan: 459.21180; bulunan: 459.22019

2.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 ve Candida albicans ATCC 1023 standart
suslar1 ve klinik izolatlar1 Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nden tedarik edildi. Test bilesiklerinin stok
cozeltileri DMSO (Merck) iginde hazirlandi. Ampisilin fosfat
tampon soliisyonunda hazirlandi ve diger antibiyotik soliisyonlari
CLSI M100-S28 ve M27-A3 kilavuzlarina gore steril damitilmis
suda hazirland1 (CLSI, 2008; CLSI, 2018). Mueller Hinton Agar
(MHA) (Merck), Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck),
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck), Sabouraud Liquid
Medium (SLM) (Merck) ve L- ile RPMI-1640 besiyeri (Sigma)
3-[N-morfolino]-propansiilfonik asit (MOPS) (Sigma) ile
glutamin tamponlu pH 7, mikrobiyal kiiltlirler i¢in kullanildi.
Bakteriyel izolatlar, Mueller Hinton Agar (MHA) plaklarinda alt
kiiltiirlendi ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi ve C. albicans,
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) plaklarda 24-48 saat 35°C'de alt
kiiltiirlendi. Saf koloniler sirasiyla bakteri ve mantarlar icin MHB
ve SLM'ye aktarildi. Gece boyunca uygun kosullarda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra, asilama icin kullamlan bakteriyel
siispansiyonlar, MacFarland 0.5 yogunlukta (108 CFU/mL) taze
kiiltiirler  seyreltilerek 10° CFU/mL'de hazirlandi. Mantar
stispansiyonlar1 da McFarland 0.5 yogunluguna gore hazirlandi ve
1:50 seyreltme ve ardindan 1:20 oraninda stok siispansiyonu
(2.5x10° CFU/mL) ile bir ¢alisma siispansiyonu yapildi.

Duyarlilik testi, bakteriler i¢in MHB ile ve mantarlar i¢in 3-
[N-morfolino]-propansiilfonik asit (MOPS) ile L-glutamin
tamponlu pH 7 ile RPMI-1640 ortamu ile gergeklestirilmistir. Yeni
sentezlenen bilesiklerin ve standart ilaglarin ¢ozeltisi 512, 256,
128, 64, 32, 16, 8, 4 pg/mL’de hazirland1 ve her antimikrobiyal
ajan i¢in farkli stok konsantrasyonlari, sirasiyla stok
konsantrasyonlar1 birgok kanalli pipetli mikrodiliisyon tepsisi.
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Seyreltmeden sonra, mikrodiliisyon tepsilerinin her bir oyuguna
10 uL bakteri veya mantar asisi eklenmistir. Tepsiler bakteriler
i¢cin 37°C'de ve mantarlar i¢in 35°C'de nemli bir odada inkiibe
edilmis ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra MIiK ug noktalar
okunmustur. Tiim organizmalar, deneylerin her seferinde ii¢ kez
test edildi.

2.3. Molekiiler Doking

Molekiiler doking ¢alismast Maestro 11.5 programi
kullanilarak gergeklestirildi. Tetrazol bazli mantar 6nleyici ilag
aday1 VT1161 (PDB ID: 5TZ1, 2.00 A c¢oziiniirliikte) ile
kompleks halindeki C. albicans sterol 14-alfa demetilazin
(CYP51) kristal yapisi, protein veri bankasindan alinmigtir
(https://www.rcsb.org/). Protein hazirlama, Protein Preparation
Wizard kullanilarak yapildi, hazirlama sirasinda proteindeki su
molekiilleri silindi ve hidrojen atomlari eklendi. Bilesigin enerjisi,
OPLS3 kuvvet alan1 kullanilarak en aza indirildi. Ligandlar,
OPLS3 kuvvet alani kullanilarak LigPrep ile hazirlandi. Reseptor
Grid Olusturma programi ligandin herhangi bir atomuna
tiklanarak c¢alistirildi ve varsayilan grid kutusu hazirlandi. Ligand,
Standard Precision (SP) kullanilarak proteinden yapilmis 1zgara
kutusuna baglandi. Sonuglar Docking skoru, Glide gscore ve
Glide emodel degerleri olarak sunuldu.

2.4. DFT/B3LYP Hesaplamalari

Bilesiklerin tlim teorik hesaplamalar;; DFT/B3LYP yontemi,
6-311G+ (d,p) baz seti ve Gaussian 09 paket programi
kullanilarak yapildi (Frisch, 2019), ve bilesiklerin HOMO-
LUMO enerjileri ve bu enerjilerden elde edilen diger elektronik
parametreler (iyonlasma potansiyeli (IP), elektron afinitesi (EA),
elektronegatiflik (X), kimyasal sertlik (1), kimyasal yumusaklik
(S), kimyasal potansiyel (n ) ve elektrofilik indeks (w)), MEP
analizi ve geometri optimizasyonu sonuglari elde edildi. Sonuglar
GaussView  6.0.16 programi kullanilarak  gorsellestirildi
(GaussView, 2016).

2.5. In silico ADME Tahmini

OH
/©: 2HCI  + Hooc—@x
H,N NH

2 2

X Y

C1  -CH3  p-nitrofenil
C2 -CHz benzoil

C3 -C,Hs benzoil

C4 -CyHs p-nitrofenil
C5 -C,Hs p-klorofenil
C6 -C,Hs p-florofenil
C7* -CH;  p-klorofenil
C8* -CH; p-florofenil

Molinspirasyon yazilim programi kullanilarak sentezlenen
bilesiklerin log P, TPSA, nrotb, molekiiler agirlik ve hidrojen bagi
verici-reseptor sayist gibi ¢esitli farmakokinetik parametre
degerleri hesaplandi (Cheminformatics, 2018).

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Kimya

Bu calismada, 2-(p-Metil/etilfenil)-5-(2-(4-
stibstitiiepiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol serisi Sekil 3'te
gosterildigi gibi literatiirde verilen yontemler  kullanilarak
sentezlendi (Tasct ve ark., 2018; Erol ve ark., 2020; Erol ve ark.,
2021). Sonug iiriinlerin genel yapisi incelendiginde, benzoksazol
halkasinin 2. pozisyonunda p-metil/etilfenil grubu ve 5.
pozisyonundaki asetamido grubuna bagli p-siibstitiie piperazin
tirevleri vardir. Bu tlirevlerin sentezinde 2,4-diaminofenol
dihidroklortir, PPA katalizorii altinda uygun sicaklik ve zamanda
p-metil/etil benzoik asitler ile reaksiyona sokuldu (Al ve A2).
Elde edilen iiriinler daha sonra benzoksazol yapilarmin 5.
pozisyonunun  amidifikasyonlarim1  gergeklestirmek  igin
kloroasetil kloriir ile muamele edildi (B1 ve B2). Son asamada,
B1 ve B2’nin p-siibstitiie piperazin tilirevleri ile reaksiyonu
sonucunda hedef bilesikler elde edildi. Sentez islemleri sirasinda
reaksiyon ortami Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile kontrol
edildi ve bilesikler, sentez yontemlerinde belirtildigi gibi
saflagtirildi  (C1-C6). Sentezlenen tiim bilesikler orjinaldir.
Benzoksazol halkasinin 2. konumunda p-metilfenil ve 5.
konumunda amid yapisina bagli p-florofenil piperazin ve p-
klorofenil piperazin tasiyan tiirevler (C6 ve C7) orjinal olmadigi
igin sentezlenen tiirevler arasinda bulunmamaktadir. Sonug
bilesiklerin yapilar1 'H-NMR, *C-NMR spektroskopisi ve HRMS
ile teyit edildi.

Nihai bilegiklerin spektroskopik verilerine goére, 'H-NMR
spektrumlarinda, NH protonlarinin sinyali tekli yayvan pikler
olarak 9.94-10.00 ppm'de goriindii. Ayrica aromatik protonlar
6.93-8.19 ppm ve alifatik protonlar 1.22-3.72 ppm arasindaydi.
Ayrica bilesiklerin '*C-NMR spektrumlari yapilartyla uyumluydu
ve bilesiklerin HRMS'si formiilleriyle uyumlu olarak bir [M+H]"
piki gosterdi.

0
PPA ,>—©—x
PP
A H,N N

(A1; X= -CH3)
(A2; X= -C5Hs)

(o]
Dietil eter / NaHCO3 /H,0
o, l

N Nesson

(B1; X= -CH,)
(B2; X= -C2Hs)

Y-N NH

IO

(C1-C6)

l DMF / TEA

Sekil 3. C1-C6'nin genel sentez yontemi (* : Arisoy ve ark., 2014)
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3.2. Antimikrobiyal Degerlendirme

Bilesiklerin ve referans ilaglarin antimikrobiyal aktivite
sonuglar1 Tablo 1'de verilmistir. Orjinal olmayan iki bilesigin
antimikrobiyal aktiviteleri literatiirde daha Once verilmistir
(Arisoy ve ark., 2014). Sentezlenen bilesiklerin ve referans
ilaglarin MiK degerleri incelendigi zaman referans ilaglarin genel

aktiviteyi 64 ug/mL ile C1, C4 ve C5 gostermis olsa bile, yine de
referans bilesiklerin sentezlenen benzoksazol tiirevlerinden daha
etkili oldugu gozlenmistir. Genel olarak bilesikler; E. coli, P
aeruginosa ve izolatlarina kars1 zayif antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu gozlemlenmistir. Bilesiklerin C. albicans'a karsi
antifungal aktiviteleri 64-128 pg/mL arasinda degisirken; C.
albicans izolatina karsi, C1, C5 ve C6, MIK: 16 pg/mL ile

olarak daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir. flukonazole ~yakin  bir aktivite gdstermistir.Benzoksazol
Sentezlenen benzoksazol tiirevlerinin S. aureus’a ve MRSA’ya ~ halkasmm 2. ve 5. konumunda yaplan ~degisiklikler
kargt aktivitesi referans ilaglara kiyasla etkisiz olarak antimikrobiyal ~ aktivitede —anlamli  degisikliklere =~ neden
gbzlenmistir. E. faecalis’e kars: aktivitesi incelendiginde en iyi ~ Olmamustir.
Tablo 1. C1-C6 ve referans ilaglarin gozlenen in vitro antimikrobiyal MIK degerleri (ug/mL)
Bilesik No Gram-pozitif bakteri Gram-negatif bakteri Mantar
S.a S.a.* E.f. E.f* E.c. E.c.* P.a. P.a.* C.a. C.a.*
C1 256 256 64 128 256 256 128 128 128 16
C2 256 256 128 256 256 256 128 128 128 128
C3 256 256 128 256 256 256 128 128 128 128
C4 256 256 64 256 128 256 128 128 64 128
C5 256 256 64 256 256 256 128 128 128 16
Co6 256 256 128 256 256 256 128 128 128 16
Ampisilin 2 >16 2 >16 8 >16 - - - -
Vancomisin 2 2 1 8 - - - - - -
Gentamisin 0.25 >16 - - 0.5 >8 0.5 >8 - -
Siprofloksasin 0.5 >16 2 >4 0.0156 >2 0.125 >2 - -
Sefotaksim 1 >16 - - 0.125 >8 8 - - -
Flukonazol - - - - - - - - 0.125 >4
Amfoterisin B - - - - 0.5 0.5

S.a.: Staphylococcus aureus ATCC 29213; S.a.*: S. aureus izolatt (MRSA); E.f: Enterococcus faecalis ATCC 29212; E.f *: E. faecalis

izolat1 (Vankomisine direngli -VREF); E.c .: E. coli ATCC 25922; E.c.*: E. coli izolat1 (genis spektrumlu B-laktamaz enzimi igerir);
P.a.: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; P.a.*: P. aeruginosa izolat1 (gentamisin direncli); C.a: Candida albicans ATCC 10231; C.
a. *: Candida albicans izolati. E. coli izolat1 siprofloksasine direnglidir. Genis spektrumlu B-Laktamaz Enzimi (ESBL) icerir ve
oksiiminobetalaktam antibiyotiklere direnglidir. P aeruginosa izolat1 siprofloksasin ve ampisiline direnclidir. E. faecalis izolati

vankomisine (VREF) direnclidir. S. aureus izolati MRS A'dir (tiim B-laktam antibiyotiklere direnglidir).

3.3. Molekiiler Doking Calismasi

Sentezlenen bazi tiirevler, C. albicans izolatina karsi referans
ilaglara yakin aktivite sergilemistir. C. albicans'taki direng
mekanizmasi, lanosterol demetilaz (Ergllp) ve ergosterol
biyosentezindeki bir degisiklik olabilir (Kontoyiannis ve Lewis,
2002). Bu yiizden sterol 14a-demetilaz (CYP51) proteini iizerine
(PDB: 5TZ1) odaklandik. Tiim bilesiklerin hesaplanan Docking
skoru, Glide gscore ve Glide emodel skorlar1 Tablo 2'de
verilmistir. Buna gore, elde edilen skorlar ile antimikrobiyal
aktivite arasinda orta derecede bir iligki bulunmustur.

Antimikrobiyal aktivite sonuclarma goére C. albicans
izolatina kars1 en aktif bilesiklerden biri olan C5'in 2D ve 3D
etkilesimleri gosterildi. C5 ayn1 zamanda en diisik doking
skoruna sahipti. Bu bdlgede benzoksazol halkasinin 5.
pozisyonundaki asetamido grubunun azotu, MET508 ile 2.30 A
uzunlugunda hidrojen bagi olustururken; ayrica TYRI18,
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- : Belirlenmemistir.

HEM601, LEUI121, PHE228, PRO230, ILE379, VALS509,
TYRO5, GLY65 ile hidrofobik etkilesimler olusturmustur.
Bilesiklerin CYP51 (5TZ1) aktif bolgesindeki aminoasit
etkilesimleri Tablo 3°de ve C. albicans izolatina karsi en aktif olan
C1, C5 ve C6'nin 2D ve 3D gorsel diyagrami Sekil 4'te
verilmistir.

Tablo 2. Bilesiklerin Hesaplanan Doking skoru, Glide gscore ve

Glide emodel degerleri
Bilesik Doking skor  Glide GScore  Glide emodel
C1 -7.709 -7.920 -85.082
C2 -8.839 -9.138 -85.720
C3 -9.051 -9.600 -95.894
C4 -7.932 -8.645 -88.407
(6] -9.113 -9.247 -89.701
Cé -8.745 -8.869 -89.417
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Tablo 3. Sentezlenen bilesikler ile CYP51 proteini arasindaki protein-ligand etkilesimleri (PDB ID: 5TZ1)

Bilesik Protein-ligand etkilesimleri
C1 TYR64, TYR118, PHE233, HIE377
C2 ALA61, TYR64, LEU87, TYR132, PRO230, MET508, HEM601
C3 ALA61, LEU87, TYR132, PRO230, PHE380, MET508, HEM601
C4 TYRI118, ILE131, ILE304, PRO230, LEU376, HIS377, HEM601
C5 TYR64, TYR118, HEM601, MET508
Cé TYR64, TYR118, PHE233, MET508
*Koyu renk ile belirtilenler hidrojen bagidir.

(C1) - ¢

9 (€5

T (C 6)

Sekil 4. CYP51 (5TZ1) aktif site ile C1, C5 ve C6 arasindaki 2D ve 3D etkilesim
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3.4. In silico ADME Tahmini

ADME o6zelliklerin in silico tahmin edilmesi ilag¢ kesfi ve
gelistirilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. ADME o6zelliklerin
erken degerlendirilmesi ilag gelistirilmesinde en iyi adaylarin
belirlenmesini ve basarili olma ihtimali diisiik olanlarin
rededilmesini saglayarak hem tarama hem de deneme zamani ve
harcamalar1 azaltmaktadir. /n silico ADME modellemenin nihai
amact ila¢ aday bilesiklerin insan viicudunda in vivo egilim

(Alqgahtani, 2017). Tablo 4'de sentezlenen bilesiklerin lipofilik,
tahmini hacim, topolojik polar yiizey alani, ylizde absorbsiyon,
molekiiler agirlik, donebilir bag sayisi, hidrojen bag: alici-verici
sayis1 verilmistir. Aktif bir oral ilag Lipinski kuralina tamamen
uymali veya bunlardan en fazla birini ihlal etmelidir (Lipinski,
2004).  Absorpsiyon  yiizdesi, %A=109-(0.345xTPYA)
kullanilarak hesapland1 ve bilesikler,% 71.73-87.74 araliginda iyi
bir absorpsiyon profili gosterdi (Kilic-Kurt ve ark., 2019).
Bilesiklerin bazilar1 Lipinski'nin Log P'sine uymadi, ancak birden

davramsim  kinetik siiregleri birlestirerck tahmin etmektir ~ fazla ihlal de yapmadi. Sonug olarak, sentezlenen bilesiklerin
farmakokinetik 6zelliklerinin iyi oldugu sdylenebilir.
Tablo 4. Bilesiklerin teorik ADME parametreleri
Bilesik No LogP TPYA %A MW nON nOHNH ihlal Sayisi nrotb Hacim
<5 - - <500 <10 <5 <1 - -
C1 5.20 107.43 71.93 471.52 9 1 1 6 418.28
C2 4.10 78.68 81.85 454.53 7 1 0 5 413.93
C3 4.57 78.68 81.85 468.56 7 1 0 6 430.73
C4 5.66 107.43 71.93 485.54 9 1 1 7 435.08
C5 6.38 61.61 87.74 474.99 6 1 1 6 425.28
Co6 5.87 61.61 87.74 458.54 6 1 1 6 416.68

MA: Molekiil agirligi. TPYA: Topolojik polar yiizey alani. % A: Yiizde absorpsiyon. nrotb: Donebilen bag sayisi. nON: Hidrojen alicist
sayist. nOHNH: Hidrojen vericilerinin sayisi. LogP: Log oktanol/su katsayisi

3.5. Sinir Molekiiler Yoriinge Analizi

Elektronlarin isgal ettigi en yliksek molekiil orbitaline
(HOMO) ve elektronlarin isgal etmedigi en diisiik molekiil
orbitaline (LUMO) simir orbitalleri denir. HOMO, elektronlar
tarafindan doldurulan en distaki molekiil yoriingesi oldugu igin
elektron donérii  gorevi goriirken, LUMO elektronlarla
doldurulmayan ilk bos molekiil yoriingesi oldugu igin elektron
alicist olarak gorev yapar. Bu nedenle, HOMO dogrudan
molekiiliin iyonlasma potansiyelini temsil ederken, LUMO
molekiiliin elektron afinitesini temsil eder. HOMO ve LUMO
arasindaki enerji boslugu, molekiiliin kimyasal kararliliginin bir
gostergesidir. Molekiiliin elektriksel yiik akis 6zelliklerine karar
vermek i¢in kullanilan 6nemli bir parametredir. HOMO-LUMO
arasindaki enerji farki biiyiikse reaksiyon kabiliyetinin diisiik
oldugu yani molekiiliin kararli oldugu sdylenebilir. Bilesiklerin

kararlilik siras1 C3>C2>C4>C5>C6>C1 olarak siralanir. C4'iin
elektron kabul etme egilimi yliksek iken, C6 daha fazla elektron
bagisina sahiptir. Bir diger dnemli nokta ise biyolojik olarak aktif
molekiillerin antimikrobiyal 6zelliklerini inceleyen c¢aligmalarda
HOMO-LUMO smir orbitallerinin énemli olmasidir (Celik ve
ark., 2020). Bir molekiil Lewis asidi gibi davrandiginda, gelen
elektronlar LUMO'ya alinir. Diisiik enerjiye sahip LUMO'lu
molekiiller, yiiksek enerjili LUMO'lu molekiillerden daha fazla
electron kabul edebilir ve bu nedenle daha yiiksek aktivite
gosterir. En etkili antimikrobiyal bilesiklerden biri olan C1 en
disik LUMO degerine sahiptir. Biitiin bilesiklerin HOMO-
LUMO enerjileri ve bu enerjilerden elde edilen diger elektronik
ozellikler (iyonizasyon potansiyeli (IP), elektron ilgisi (EA),
elektronegatiflik (X), kimyasal sertlik (1), kimyasal yumusaklik
(S), Kimyasal potansiyeli (i) ve elektrofilik indeksi (®)) Tablo
S'te verilmigtir. Ayrica C1, C5 ve C6'min HOMO-LUMO
enerjilerinin lokalize durumu Sekil 5'te gosterilmistir.
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? Gap AE = Epgmo-Enowo = 3.0498 eV ‘9 J‘. b 3
2,9,
2 ‘z iy o S
! r ' 3 E, ) = -5.2088 ¢V
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Sekil 5. C1, C5 ve C6'nin HOMO-LUMO diyagrami
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Tablo 5. C1-C6 'nin hesaplanmuis sinwr molekiiler yériinge parametreleri

Bilesik No HOMO LUMO AE ip EA 1 1 S X ®
C1 -5.8776  -2.8278 3.0498 5.8776 2.8278 1.5249 -4.3527 0.3278 3.7576 3.1061
C2 -5.6441 -1.8710 3.7731 5.6441 1.8710 1.8865 -3.7576 0.2650 3.8818 1.8710
C3 -6.0371 -1.7265 4.3105 6.0371 1.7265 2.1552 -3.8818 0.2319 4.1340 1.7478
C4 -6.0082 -2.2599 3.7483  6.0082 2.2599 1.8741 -4.1340 0.2667 3.59585  2.2797
Cs -5.3002 -1.8914 3.4087 53002 1.8914 1.7043 -3.5958 0.2933  3.5421 1.8965
Cé6 -5.2085 -1.8756 3.3328 5.2085 1.8756 1.6664 -3.5421 0.3000 #BASV! 1.8822

AE: LUMO-HOMO,

[P (-HOMO): Iyonlasma potansiyeli, EA (-LUMO): Elektron

ilgisi, X (IPTEA)2:

Elektronegatiflik, n (IP-EA/)2: Kimyasal sertlik, S (1/27): kimyasal yumusaklik, p —(IP+EA)/2: Kimyasal potansiyel,

® (n2 /2n): Elektrofilik indeks.

3.6. MEP Analizi

MEP, molekiil etkilegimlerini daha iyi anlamak i¢in kullanilir
ve bir molekiiliin ¢ekirdegi ve elektron yiik dagilimi veya toplam
yiik yogunlugu hakkinda 6nemli bilgiler saglar. MEP; molekiiliin
toplam yiik yogunlugu ile ilgili oldugundan, elektronegatiflik,
kimyasal reaktivite, dipol moment ve kismi yiik gibi molekiiler
ozellikler arasinda iliskiler kurar. Ayrica; molekiillerin biyolojik
ozelliklerini belirlemek, hidrojen bagi etkilesimlerini belirlemek,
molekiillerin kristal davramiglarin1 incelemek, molekiillerin
korelasyonunu ve makroskopik &zelliklerini genis bir aralikta
analiz etmek ve molekiillerin elektrofilik ve niikleofilik goreli
reaktivite bolgelerini tahmin etmek i¢in kullanilir. Potansiyel
artiglar kirmizi<turuncu<sari<yesil<mavi olarak listelenir (Mary
ve ark., 2020). Kirmiz1 renkli kisimlar negatif elektrostatik
potansiyel bdlgelerini, mavi renkli kisimlar ise pozitif
elektrostatik potansiyel bolgelerini temsil eder. Daha az elektron
iceren bolgeler sar1 ile gosterilir, yesil renkli kisimlar elektrostatik
potansiyelin sifir oldugu boélgelerdir. C1, C5 ve C6’nin MEP
haritas1 incelendiginde (Sekil 6); kirmizi bolgeler esas olarak
oksijen atomlari tizerinde, sar1 bolgeler azot, klor ve flor atomlari
iizerinde, mavi bdlgeler ise karbon ve hidrojen atomlarinin
gevresinde yogunlagmustir.

3.7. Geometri Optimizasyonu

Molekiiler bir sistemin enerjisi; molekiildeki bag uzunluklari,
bag acilar1 ve burulma agilar1 gibi parametrelerden olusan gok
degiskenli bir fonksiyondur ve bu fonksiyona Potansiyel Enerji
Yiizeyi (PEY) ad1 verilir. PEY'de birgok minimum ve maksimum
nokta vardir. Geometri optimizasyonu ayni zamanda molekiiliin
en kararli oldugu, yani enerjinin minimum oldugu durumlari
belirlemektir. Optimizasyon sonucunda molekiil i¢in hesaplanan
enerji fonksiyonundan minimumlar bulunur ve bu minimumlara
karsilik gelen molekiiler yapilarin koordinatlar1 belirlenir.
Boylelikle kuantum mekaniksel hesaplamalara baglamak igin ilk
koordinatlar elde edilir, ¢linkii molekiiliin en kararli formunu
bulmak i¢in bu islemin yapilmasi gerekir, aksi takdirde gereksiz
etkilesimler hesaplama sonuglarini etkileyebilir. C1, C5 ve C6’nin
numaralt optimize edilmis geometrik yapist Sekil 6'te verilmistir.
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Sekil 6. C1, C5 ve C6'min MEP haritasi (sag) ve optimize edilmis
molekiiler yapisi (sol)

4. SONUC

Bu ¢alisma ile enfeksiyon hastaliklarina karsi miicadele i¢in
yeni ilag¢ etken maddesi aday: bilesiklerin kesfedilmesi ya da dncii
bilesiklere ulagmak icin gerekli ¢aligsmalarin ortaya konulmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda, bir dizi yeni 2,5-disiibstitiie
benzoksazol tiirevi bilesik sentezlenmis ve bunlarin
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bilesikler, incelenen
yapilara ve izolatlara kars1 orta diizeyde bir aktivite gosterirken;
C1, C5 ve C6 tiirevleri C. albicans izolatina karst MiK: 16 pg/mL
ile flukonazole olduk¢a yakin aktivite sergilemistir. Tim
bilesiklerin sterol 14a-demetilaz proteinine (CYP51) karsi
molekiiler doking ¢aligmasi yapildi ve C. albicans izolatina kars1
en etkili antimikrobiyal bilesiklerden biri olan C5'in 2D/3D
protein-ligand etkilesimleri gosterildi. Tiim bilesiklerin HOMO-
LUMO enerjileri ve bu enerjilerden elde edilen bazi elektronik
parametreleri hesaplandi. C1’in en diisik LUMO degerine ve
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C3’lin en kararl1 yapiya sahip oldugu gozlendi. Ayrica C1, CS ve
C6’nin HOMO-LUMO diyagrami, MEP haritas1 ve optimize
molekiiler geometrik yapist gorsel olarak sunuldu. Bilesikler
genel olarak iyi bir ADME profili gosterdi. Tim bu sonuglara
gore, sentezlenen bilesikler yeni yapilacak calismalara dnemli
katkida bulunmakla birlikte, 6zellikle C1, C5 ve C6 umut verici
antifungal ajanlar olabilir.

5. Tesekkiir

Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan TKB-2019-9358 arastirma
projesi ile desteklenmistir. Bilesiklerin NMR analizi Erciyes
Universitesi Teknoloji ve Arastirma Merkezi (TAUM) tarafindan,
HRMS analizi ise Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Aragtirma Merkezi (UNAM) tarafindan yapilmustir.
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