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OZET

Bu calismada 2-(p-klorofenoksi)metil-5-(p-klorofenoksi)asetamidobenzoksazol, 2,4-diaminofenol ve
p-klorofenoksiasetik asitin trimetilsilil polifosfat esteri (PPSE) katalizorliigiinde kondensasyonu ile sentez
edildi. Yapisi IR, '"H NMR ve mass analiz yontemleri ile aydinlatld:. Bilesigin antimikrobiyal etkisi bazi
Gram-pozitif, Gram-negatif bakteri ve Candida albicans ve onlarin antibiyotiklere direngli suslarina karsi
belirlenmistir. Bilesigin Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) degerleri bazi antibakteriyal ve antifungal

ilaglarla mukayese edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Benzoksazol, antimikrobiyal etki.

ABSTRACT

In  this research, 2-(p-chlorophenoxy)methyl-5-(p-chlorophenoxy)acetamidobenzoxazole was
synthesized by condensing of 2,4-diaminophenol with p-chlorophenoxyacetic acid in presence of
trimethysilylpolyphosphate ester (PPSE). Its structure was elucidated by using IR, '"H NMR and mass
analysis methods. The antimicrobial activity of the compound against some Gram-positive, Gram-negative
bacteria and Candida albicans and their isolates were determined. The observed Minimum Inhibitory

Concentration (MIC) values of the compound was compared to some antibacterial and antifungal drugs.
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GIRIS

Antimikrobiyal etkili ilaglarla yapilan tedavide karsilasilan en 6nemli sorun bu ilaglara karsi
mikroorganizmalarin kisa siirede rezistans kazanmasi ve bu mikroorganizmalarin biyokimyasina ait
bilgilerin heniiz yeterli olmamasidir. Antibiyotiklere karsi bakterilerin olusturdugu rezistansin
molekiiler mekanizmasi ¢esitli ve komplekstir. Kesfedildiklerinden bu yana tiim farkli antibiyotik
gruplarma kars1 bakteriler rezistans gelistirebilmektedir. En sik goriilen rezistans mekanizmasi
plazmid konjugasyonunun horizontal olarak nakledilmesi ile olmaktadir. Son olarak yeni rezistans
mekanizmalan ile ¢ok tehlikeli metisilin-rezistans Staplylococcus aureus (MRSA), multi ilag
rezistans (MDR) Mycobacterium tuberculosis gibi multi-ilag rezistans(MDR) bakteri suslarina
etkili metisilin, vankomisin, rifamisin gibi ¢esitli antibiyotik siniflarina karsi simultane rezistans
gelisimi bildirilmistir (1,2). Bu durum arastiricilar1 daha etkili yeni antimikrobiyal etkili ilaglarin

tasarlanmasi ve sentezlenmesi ¢aligmalarina yoneltmektedir.

Arastirmalar heterosiklik ¢ekirdek tasiyan yapilarin oldukga giiglii antimikrobiyal etkiye
sahip oldugunu gostermektedir (3). Benzoksazol halka sistemi niikleik asitlerin yapisinda yer alan
heterosiklik bazlarin yapisal benzeri oldugu i¢in, bu grup bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini
bu yolla gosterebilecekleri diisiiniilmektedir. Bu nedenle son yillarda bu tiirevler iizerindeki
caligmalar arttirilmistir. Yapilan arastirmalar benzoksazol ve analoglarinin antimikrobiyal etkileri
yoniinden (MIK; 200-6.25 pug/ml) kayda deger sonuglar veren bilesikler oldugunu gostermektedir
(4-9).

Daha once yaptigimiz arastirmalarda 5. konumda p-(klorofenoksi)asetamido fonksiyonu
tastyan 2-siibstitiiebenzoksazol bilesikleri sentezlenmis ve antimikrobiyal etkinlikleri MiK : 100-
12.5 pg/ml araliginda bulunmustur (10). Bu ¢alismada ise, 5. konumda p-(klorofenoksi)asetamido
grubu, 2. konumda da p-klorofenoksimetil siibstitiienti tasiyan bir benzoksazol bilesigi (Sekil 1),
PPSE katalizorliiglinde sentez edilerek (Sema 1) bazi Gram-pozitif, Gram-negatif bakteri ve bir
fungus olan C. albicans ve bunlarin antibiyotiklere rezistans suslarina karsi antimikrobiyal etkisinin

incelenmesi amaglanmustir.
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Sekil 1: 2-(p-Klorofenoksi)metil-5-(p-klorofenoksi)asetamidobenzoksazol
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MATERYAL VE YONTEM

Sentez ve saflastirma islemlerinde p-klorofenoksiasetik asit (Aldrich), 2,4-diaminofenol
(Aldrich), fosforpentaoksit (Aldrich), hekzametildisiloksan (Aldrich), 1,2-diklorobenzen (Aldrich),
diklorometan (Aldrich), sodyumhidroksit (Merck), n-hekzan (Merck), etanol (Emir), Silikagel 60
GF254 (Merck), ITK Silikagel 60 GF254 aliiminyum plaklar1 (Merck) kullanilmistir. Sentezlenen
bilesigin IR analizi, Jasko FT/IR-420 spektrofotometresinde KBr diski kullanilarak yapilmistir.
NMR analizi 400 MHz de Varian Mercury NMR spektrometresinde, Mass (Kiitle) analizi, Waters
ZQ mikromass LC-Ms spektrometresinde elektrosprey iyonizasyonu (ESI) yontemi uygulanarak
gergeklestirilmistir. Elementel analiz Leco CHNS 932 analyzer cihazinda yapilmis ve degerler

+0.4 araliginda bulunmustur. Bilesigin erime noktasi tayini Biichi SMP 20 aleti ile saptanmustir.
2-(p-Klorofenoksi)metil-5-(p-klorofenoksi)asetamidobenzoksazol sentezi:

Hedeflenen bilesige ulagsmak iizere 0.005 mol p-klorofenoksiasetik asit, 0.0069 mol 2.4-
diaminofenol, 15 ml PPSE iginde 2.5 saat 110 °C da geri ¢eviren sogutucu altinda isitilarak
karigtirildi. Reaksiyon bitiminden sonra karisim 30 ml diklorometan igine bosaltildi ve {izerine 50
ml IN NaOH ilave edildi. Béylece organik faz ayrildi. Sulu faz 3 defa 25 ml’lik diklorometan ile
ekstre edildi. Birlestirilen ekstratlar susuz sodyum siilfat {izerinden kurutuldu. Solvan evapore
edildi. n-Hekzan ilavesiyle c¢oktiiriildii. Bilesik solvan olarak kloroform kullanilarak kolon
kromatografisi ile temizlendi. Etanol-su karigimi ile tekrar kristallendirildi (Sema 1). Bu sekilde

hazirlanan bilesigin yapisi, IR, 'H NMR ve mass spektroskopik yontemleri ile aydinlatildi (Tablo
1).

Sema 1: Bilesigin sentezi.
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Tablo 1: Sentezlenen bilesigin fiziksel ve spektral 6zellikleri.

Kapalh Formiil % Erime IR "HNMR Mass
Verim | Noktas1 | (em™) | (J=Hz) % m/e
°0)
Bil. | C,,H sOsN,Cl, | 48 165 3280, | 8.33 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), | 443(M")

1670, | 7.52(s, 2H), 7.32-7.30(d, 2H, | (%100),
1490, | J=8.4), 7.26-7.24 (m, 2H), | 159 (%20)
824- |6.99-6.97 (d, 2H, J=8.4),
417 |6.95-6.93 (d, 2H, J= 88),
5.30 (s, 2H), 4.61(s, 2H)

Trimetilsililpolifosfat esteri (PPSE) Sentezi:

PPSE (Sekil 2), 35 mmol fosforpentaoksit, 132.5 mmol hekzametildisiloksan ve 50 ml 1,2-
diklorobenzen karigiminin azot atmosferi altinda solusyon berraklasincaya kadar geri g¢eviren

sogutucu altinda 1sitilmasiyla elde edilmistir (11).

|C|)
OSi(CHa)s n

Sekil 2: Trimetilsililpolifosfat esteri
Antimikrobiyal Aktivite:

Antimikrobiyal etki tayini i¢cin Mikro Diliisyon yontemi kullanildi (12-14). -20 °C de
stoklanmis olarak saklanan bakteriler Miieller Hinton Broth (MHB), C. albicans ise Sabouraud
Dekstroz Broth (SDB) besiyerlerine pasajlanarak 16-48 saat 35-37°C de inkiibe edilerek kiiltiirler
tazelendi. Sentezlenen bilesigin antibakteriyel ve antifungal etkilerinin saptanmasinda kullanilan
mikroorganizmalar, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin
edildi. Bunlar, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae RSHM 574,
Candida albicans ATCC 10231, standart suslart ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilen hasta izolatlaridir. izolatlarin diren¢ durumlari disk
diflizyon yontemi ile arastirilarak direngli suslar calismaya alindi. Inokulum Hazirlanmasi igin, tiim
mikroorganizmalarin uygun besiyerinde iiretilmis gecelik kiiltiirlerinden steril serum fizyolojik

icerisine almarak McFarland 0.5 (10® hiicre/ml) yogunlugunda hazirlanmis ve uygun oranlarda
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sulandirilarak 10° hiicre/ml igeren bakteri ve 10° hiicre/ml mikroorganizma siispansiyonlar1 elde
edildi. Calismamizda besiyerleri olarak, bakteri ve mantarlarin {iretilmesi amactyla Mueller Hinton
Agar (Merck), Mueller Hinton Broth (Merck), Sabouraud Dextrose Broth (Merck), Sabouraud
Dextrose Agar (Merck) ve RPMI 1640 medium (Sigma) besiyerleri kulanildi. Besiyerleri
otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak sterilize edildi. Antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
belirlenecek olan maddenin ve standart antibiyotik maddelerin homojen bir siispansiyon
olusturacak sekilde ¢oziinmesini saglamak icin Mutlak etanol (Riedel-de Haen®) ve DMSO
(Riedel-de Haen®) kullanildi. Testte kullanilan ¢oziiciilerin de uygulanan dilusyonlarda kontrolleri
yapildi. Standart antibiyotik maddeler olarak, Ampisilin trihidrat (Paninkret Chem.-Pharm.),
Gentamisin siilfat (Paninkret Chem.-Pharm.), Ofloksasin (Zhejiang Huangyan East Asia Chemical
CO. Ltd.), Flukonazol (Nobel ilag) ve Amfoterisin B (Bristol Myers Squibb) kullanilds.

Minimum inhibisyon degerlerinin (MIK) tespit edilebilmesi ig¢in 96 kuyucuklu Microtiter
Plate® mikropleytlerde mikrodiliisyon ydntemi, CLSI protokoliine gore calisildi  (12-14).
Yontemde bakteriler igin MHB, mantarlar i¢in 3-[N-morpholino]propansulfonik asid (MOPS) ile
tamponlanmig RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Tiim kuyucuklara 100pul besiyeri koyulduktan sonra

Tablo 2: Sentezlenen bilesigin ve standart ilaglarin in vitro antimikrobiyal aktivite degerleri (MIK pg/ml ).

S.a. S.a* B.s. B.s.* | E.c. E.c.* Kp. | Kp* | Pa. C.a. Ca.*
Bilesik 125 125 125 31.25 | 62.5 62.5 62.5 125 62.5 62.5 62.5
Ampisilin
wihidrat 0.03 2 0.25 8 8 256 2 256 4096 - -
Gentamisin
iilfat 0.06 1024 1 512 0.5 1 8 64 2 - -
Ofloksasin 0.25 2 0.125 32 0.125 32 0.25 64 8 - -
Flukonazol - - - - - - - - - 1 64
Amfoterisin B - - - - - - - - - 1 1
S.a.: S. aureus ATCC 25923 S.a.*: S. aureus izolat (gentamisine rezistans)
B.s.: B. subtilis ATCC 6633 B.s.*: B. subtilis izolat (seftriaksona rezistans)
E.c.: E. coli ATCC 25922 E.c.*: E. coli izolat (tazobaktama rezistans)
K.p.: K. pneumoniae RSHM 574 K.p.*: K. pneumoniae izolat (amoksisilin klavulonata rezistans)
P.a.: P. aeruginosa ATCC 25853
C.a.: C. albicans ATCC 10231 C.a.*: C. albicans izolat

her maddenin 1000ug/ml soliisyonundan ilk kuyucuklara eklenip cift kath diliisyon yapild.

Diliisyon sonrasinda tiim kuyucuklara 10ul 10° hiicre/ml bakteri ve 10ul 10° hiicre/ml mantar
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siispansiyonundan eklenerek bakteriler 37°C’de 24 saat, mantarlar 35°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi iiremenin oldugu ilk kuyucuktan bir dnceki kuyucuktaki madde
miktar1 MIK degeri olarak tespit edildi. Tiim ¢alismalar 3 kez tekrarland1 ve calisma sonuglari

Tablo 2 de gosterildi.

SONUC VE TARTISMA

Bilinen antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin kisa siirede rezistans kazanmasi daha etkili
yeni antimikrobiyal ilaglarin tasarlanmasi ve sentezlenmesini gerekli kilmaktadir. Son yillarda
yapilan aragtirmalar niikleik asitlerin yapisinda yer alan heterosiklik bazlarin yapisal benzeri olan
benzoksazol halkasi tasiyan bilesiklerin etkin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini
gostermektedir (4-9). Bu nedenlerle bu ¢aligmada bir benzoksazol tiirevi olan 2-(p-
klorofenoksi)metil-5-(p-klorofenoksi)asetamidobenzoksazol; 2,4-diaminofenol ve p-
klorofenoksiasetik asitin PPSE (trimetilsilil polifosfat esteri) varliginda kondensasyonu ile sentez
edilmistir. Bilesigin yapist IR, '"H NMR ve mass analiz yontemleri ile aydmlatilmistir. Bilesigin
antimikrobiyal etkisi S.aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633 gibi baz1 Gram-pozitif, P.
aeruginosa ATCC 25853, E.coli ATCC 25922, K. pneumoniae RSHM 574 gibi baz1 Gram-negatif
bakteriler ile C. albicans ATCC 10231 ve onlarin antibiyotiklere direngli suglarma karsi
belirlenmistir. Bilesigin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degerleri bilinen suslara karsi
125-62.5 pg/ml, antibiyotiklere direngli suslara karsi ise 125-31.25 pg/ml araliginda tespit
edilmistir. Ayrica bilesigin antimikrobiyal aktivite sonuglari referans ilaglar olarak secilen
ampisilin trihidrat, gentamisin siilfat, ofloksazin, flukonazol ve amfoterisin B ile mukayese

edilmisgtir.

Bilesik, Gram-negatif bakterilerden K. pneumoniae’ye ve E. coli’ye karsi standart ilaglardan
daha az etkili bulunurken, K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina karsi ise ampisilinden daha etkili
oldugu gozlenmistir. P. aeruginosa’ya Kkarst ise standart ilaclardan ampisilinden daha etkili
bulunmustur. Bilesik, Gram-pozitif bakterilerden S. aureus’a ve B. subtillis’e kars1 standart
ilaglardan daha az etkili bulunurken, B. subtillis izolatina kars1 ise ofloksazin ve gentamisinden
daha etkili bulunmustur. Sentezi gerceklestirilen bilesik C. albicans’a karsi standart ilag olan
flukonazolden daha az etkili iken ilaca direngli izolatina karsi standart ilag ile kiyaslanabilir

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sonucta, sentezi ilk defa bu c¢alismada gergeklestirilen 2-(p-klorofenoksi)metil-5-(p-
klorofenoksi)asetamidobenzoksazol yapist yeni antimikrobiyal etkili tiirevlerin gelistirilmesine 151k

tutacak, onder bir bilesik olarak diistiniilmektedir.
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