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2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol’iin Sentezi, Molekiiler Doking, DFT
ve Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Meryem EROLY", Ismail CELIK?, Giilcan KUYUCUKLU?

OZET: Bu calismada, yeni 2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol bilesigi iig
asamada sentezlenmis ve yapis1 *H-NMR ve *C-NMR spektroskopisi ile aydinlatilmistir. Antimikrobiyal aktivite
calismalari, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii NTCC 13304, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Candida albicans ATCC 10231 ve bunlarin izolatlar1 izolatlar1 tlizerinde gergeklestirildi.
Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore, referans ilaglar genel olarak daha iyi antimikrobiyal aktivite
gdstermesine ragmen sentezlenen bilesik, MIK: 32 pug mL* ile ampisilin ile karsilastirildiginda E. faecalis
izolatlar1 ve E. coli izolatlar1 tizerinde olduk¢a umut verici aktivite gosterdi. Molekiiler doking ¢alismasi DNA
giraz subunit B yapisi iizerinde gergeklestirildi. Teorik ADME (absorbsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon)
ozellikleri hesaplandi. Ayrica DFT/B3LYP yontemi ve 6-311G (d,p) temel seti kullanilarak HOMO-LUMO
enerjileri, molekiiler elektrostatik potansiyel analizi ve optimize edilmis geometrik yapisi belirlendi ve sonuglar
goriintiilendi.

Anahtar Kelimeler: Benzoksazol, antimikrobiyal aktivite, molekiiler doking, DFT

Synthesis, Molecular Docking, DFT and Antimicrobial Activity Studies of 2-(p-Fluorophenyl)-5-(2-(4-
acetylpiperazin-1-yl)acetamido)benzoxazole

ABSTRACT: In this study, the new compound 2-(p-Fluorophenyl)-5-(2-(4-acetylpiperazine-1-yl)
acetamido)benzoxazole was synthesized in three steps and its structure was clarified by *H-NMR and *C-NMR
spectroscopy. Its antimicrobial activity was studied on Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter
baumannii NTCC 13304, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Candida albicans ATCC 1023, and their
isolates. When the antimicrobial activity results were examined, although the reference drugs showed better
antimicrobial activity in general, the synthesized compound showed quite promising activity on E. faecalis
isolates and E. coli isolates compared to ampicillin with MIC: 32 ug mL™. Molecular docking study was carried
out on the DNA gyrase subunit B structure. Theoretical ADME (absorption, distribution, metabolism,
elimination) properties were calculated. In addition, HOMO-LUMO energies, molecular electrostatic potential
analysis, and optimized geometric structure were determined using the DFT/B3LYP method and the 6-311G (d,p)
basis set, and the results were displayed.
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GIRIS

Bulasict hastaliklar, insanligin varligindan bu yana toplumlar1 etkileyen en Onemli saglik
sorunlarindan biridir, ancak diger yandan erken tan1 konuldugunda ve akilci bir antimikrobiyal ajan
secildiginde tedavide basarili sonuglar alindig1 goriilmektedir. Antimikrobiyal tedavide ki en 6nemli
sorun, mikroorganizmalarin bu ilaglara kars1 zamanla direng gelisimi gostermesidir. Bu durum da, basit
bulasici hastaliklarin kontroliinde dahi sorunlara neden olmakta ve 6zellikle hastane enfeksiyonlarinda
tedaviyi zorlastirmakta, hastanede kalig siiresini uzatmakta, mortaliteyi ve tedavi maliyetlerini
artirmaktadir (Yoneyama ve Katsumata 2006, French 2010, Ventola 2015, Klein ve ark., 2018,
Arandjelovic ve ark., 2019, Pacios ve ark., 2020). Bu nedenle, 6zellikle immiin sistemi baskilanmig
kisilerde bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin neden oldugu enfeksiyonlarla savasmak i¢in yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye, genis spektruma ve gelismis farmakokinetik 6zelliklere sahip antimikrobiyal
ajanlara ihtiyag vardir.

Benzoksazol halkasmin 2,5-disiibstitiie tiirevleri simdiye kadar iyi arastirildigindan dolayisiyla
etkileri ile ilgili genis bilgiler bulunmaktadir. Bu baglamda, antimikrobiyal (Arisoy ve ark., 2012),
antikanser (El-Helby ve ark., 2019), antialzheimer (Celik ve ark., 2020), antiinflamatuvar (Kaur ve ark.,
2018), antikonviilsan (Song ve ark., 2019), analjezik (Kaur ve ark., 2018) ve anti-tiiberkiiloz (KlimeSova
ve ark., 2009) gibi 6nemli biyolojik ve terapdtik aktiviteleri literatiirde rapor edilmistir. Benzoksazol
halka sistemi yapisal olarak niikleik asitlerin yapisinda ki adenin ve guanin bazlarina benzer oldugu i¢in,
bu halka sistemini tasiyan tiirevlerin mikrobiyolojik aktivite mekanizmalarindan biri niikleik asit
sentezinin inhibisyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilesikler, DNA ile kompleksler olusturur ve
deoksiguanosin kalintilarina baglanir. DNA ila¢ kompleksleri, mRNA olusumunu, DNA'ya bagimli
RNA polimerazi inhibe eder (Oehlers ve ark., 2004). Bu nedenle literatiirdeki bilgiler dikkate alinarak
tasarlanmis bir benzoksazol halkasi iceren bilesiklerin, genis spektrumlu, disiik toksisiteli ve iyi
farmakokinetik 6zelliklerle giiclii bir antimikrobiyal etki gostermesi beklenmektedir.

Daha Once yapilan arastirmalarda, 2. konumunda p-(siibstitiie)benzil/fenil) ve 5. konumunda amid
yan zincirine bagli piperazin ve/veya piperidin tiirevleri tasiyan bilesikler sentezlenmis ve
antimikrobiyal etkileri incelenerek umut veren sonuglar alinmistir (Temiz-Arpaci ve ark., 2005, Arisoy
ve ark., 2008, Erol ve ark.,, 2020). Bu bilgiler 1s1ginda, bu caligmada 2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-
asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol bilesiginin sentezi gereklestirildi ve yapist H-NMR ve 3C-
NMR spektroskopisi yontemleri ile aydinlatildi. Antimikrobiyal aktivitesi ¢esitli Gram (+) ve Gram (-)
bakteri, mantar ve izolatlarina kars1 minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlendi.
Teorik ADME o6zellikleri hesaplandi. Ayrica molekiiler doking ¢alismasi gerceklestirildi, DFT/B3LYP
yontemi ve 6-311G (d,p) temel seti kullanilarak kuantum kimyasal hesaplamalar1 yapildi ve molekiiliin
yapisal 6zellikleri, geometrisi, elektronik ve termodinamik ozellikleri belirlendi.

MATERYAL VE METOT

Bilesigin sentezlenmesinde ve saflastirilmasinda kullanilan kimyasallar, Sigma-Aldrich, Acros
Organics, Fluka ve Riedel de Haen'den elde edildi ve saflastirilmadan kullanildi. Elde edilen bilesiklerin
erime noktalar1 kilcal yontem kullanilarak Biichi B540 cihazi ile belirlendi. Reaksiyonlarin ilerlemesini
ve safligin1 izlemek igin ince tabaka kromatografisi (ITK) kullamldi. ITK i¢in Silica Gel 60 GF254
aliminyum plakalar (Merck) kullanildi. Plakalar tizerindeki lekeleri gorsellestirmek igin 254 ve 366 nm
dalga boyunda UV 15181 veren Camag UV lambasindan yararlanildi. Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR
ve BC-NMR spektral analizleri Varian Mercury 400 Yiiksek Performanshi Dijital FT-NMR
Spektrometresi ile yapilmis ve ¢oziicii olarak dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-de) kullanilmistir.
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Sentez Prosediirii

2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol, Sekil 1'de gosterildigi gibi
ilgili literatiirde verilen prosediir kullanilarak sentezlendi (Erol ve ark, 2020). 2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-
asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol (EM1) sentezi i¢in 6nce 1 mmol p-Florobenzoik asit ve 1
mmol 2,4-diaminofenol dihidrokloriir polifosforik asit (PPA) katalizorligiinde, 160-190°C’de yaklasik
3 saat siireyle kaynatildi ve bdylece benzoksazol halkasimin siklizasyonu saglandi. Reaksiyonun
sonunda, reaksiyon igerigi buz iizerine dokiildi ve %10’luk NaOH ¢ozeltisi, ortam alkali olana kadar
ilave edildi. Cokelek siiziildii, etanol-su karisiminda kristallendirildi, kurutuldu ve bilesik AR1 elde
edildi. 2. Basamakta, ilk basamaktan elde edilen 1 mmol iirtin 20 ml dietil eter i¢cinde ¢oziiliirken, 2
mmol NaHCO3z 10 ml damitilmis su i¢inde ¢oziildii. Eter ve su fazi, buz banyosu i¢inde karistirilirken,
1 mmol 2-kloroasetilkloriir yavasca ilave edildi ve karistirmaya gece boyunca devam edildi.
Reaksiyonun sonunda olusan ¢okelek siiziildii, etanol-sudan kristallendirildi, kurutuldu ve bilesik AR2
elde edildi. Son asamada, ikinci asamada elde edilen amid tiirevinin 1 mmol N-asetilpiperazin ile
reaksiyonu, 1 mL trietilamin (TEA) ve 5 mL dimetilformamid (DMF) varliginda oda sicakliginda 24
saatte gerceklestirildi. Sentez islemi sirasinda, reaksiyon ortami ITK ile kontrol edildi ve siire sonunda

reaksiyon icerigi buza dokiildii, olusan ¢okelek siiziildii, etanol-su karisiminda kristallendirildi ve sonug
bilesik EM1 elde edildi.
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Sekil 1. EM1'in genel sentez yontemi

Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Acinetobacter baumannii NTCC 13304, Klebsiella
pneumoniae ve Candida albicans ATCC 1023 standart suslari ve klinik izolatlar1 Trakya Universitesi
Saglik Tibbi Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden saglandi. Standart antimikrobiyal ajan olarak
ampisilin  (Sigma), vankomisin (Mayne Pharma), sefotaksim (Sigma), siprofloksasin (Sigma),
gentamisin (Sigma), meropenem (Sigma), flukonazol (Sigma) ve amfoterisin B kullanildi. Test
bilesiklerinin stok ¢ozeltileri DMSO (Merck) i¢inde hazirlandi. Ampisilin fosfat tampon soliisyonunda
hazirland1 ve diger antibiyotik soliisyonlar1 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
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(SLM) (Merck) ve L- ile RPMI-1640 besiyeri (Sigma) 3-[N-morfolino]-propansiilfonik asit (MOPS)
(Sigma) ile glutamin tamponlu pH 7, mikrobiyal kiiltiirler 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 kullanilan bakteriyel siispansiyonlar, MacFarland 0.5 yogunlukta
(108 cfu ml?t) taze Kkiiltiirler seyreltilerek 10° cfu ml*de hazirlandi. Mantar siispansiyonlar1 da
McFarland 0.5 yogunluguna gore hazirlandi ve 1:50 seyreltme ve ardindan 1:20 oraninda stok
siispansiyonu (2.5x10° cfu mI?) ile bir ¢alisma siispansiyonu yapildi.

Duyarlilik testi, bakteriler icin MHB ile ve mantarlar i¢in 3-[N-morfolino]-propansiilfonik asit
(MOPS) ile L-glutamin tamponlu pH 7 ile RPMI-1640 ortamu1 ile gerceklestirilmistir. Yeni sentezlenen
bilesiklerin ve standart ilaclarin ¢ozeltisi 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 ng mLY'de hazirland1 ve her
antimikrobiyal ajan i¢in farkli stok konsantrasyonlari, sirastyla stok konsantrasyonlar1 bir¢ok kanalli
pipetli mikrodiliisyon tepsisi. Seyreltmeden sonra, mikrodiliisyon tepsilerinin her bir oyuguna 10 uL
bakteri veya mantar asisi eklenmistir. Tepsiler bakteriler i¢in 37°C'de ve mantarlar i¢in 35°C'de nemli
bir odada inkiibe edilmis ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra MiK u¢ noktalar1 okunmustur. Makroskopik
biiyiimeyi tamamen inhibe eden bilesigin en diisiik konsantrasyonu belirlendi ve MiK'ler bildirildi. Tiim
organizmalar, deneylerin her seferinde ti¢ kez test edildi. Coziiciiler, saf mikroorganizmalar ve saf ortam,
kontrol oyuklar1 olarak kullanildi.

Molekiiler Doking

DNA giraz enziminin EM1 ile olan iliskisini gozlemlemek i¢in in silico ortamda molekiiler doking
calismasi gerceklestirildi. Calismay1 gergeklestirmek i¢in ilk olarak DNA giraz enziminin siprofloksasin
igeren kompleks yapisi, protein veri bankasindan (https://www.rcsb.org/) PDB ID: 2XCT kodu Chimera
1.14'e aktarildi1 (Pettersen ve ark., 2004). 2XCT yapisindaki "S, U, V, W, X ve Y" zincirleri se¢ildi,
Mn2000 ile baglanan 1020 numaral siprofloksasin (CPF) silindi ve aktif bolge Mn** baz alinarak, x:
28.527, y: 39.443, z: -13.753 koordinatlarinda 20x20x20 A3 grid kutusu olusturuldu. Protein-DNA
kompleksi, AutoDockTools 1.5.6 programi kullanilarak pdbqt dosya formatinda hazirland1 (Huey ve
Morris 2008). Ligandlar Chem3D 19.0 programu ile ¢izildi, MM2 yontemiyle enerji diizeyi minimize
edilip pdb formatinda kaydedildi ve AutoDockTools 1.5.6 programi ile pdbqt dosya formatina
dontistiiriildii. Molekiiler doking islemi en son AutoDock Vina programu ile gerceklestirildi (Trott ve
Olson 2010). Sonuglar, BIOVIA Discovery Studio 2020 goriintiileme programi ile 2D-3D olarak
gosterildi (Biovia 2017).

DFT/B3LYP Hesaplamalari

EM1'in yapisal ve kimyasal 6zelliklerini teorik yontemlerle belirlemek igin DFT/B3LYP teorisi
ve 6-311G (d,p) temel seti kullanildi. Gaussian 09W programi, molekiiliin geometrik parametrelerini
(bag uzunlugu ve bag agis1), HOMO-LUMO orbital enerjilerini, elektronegatifligini ve toplam enerjiyi
teorik olarak belirlemek i¢in kullanildi (Frisch 2019). Sonuglar GaussView 6.0 programi ile goriintiilendi
(GaussView 2016).

Teorik ADME Tahmini

Ilag tasariminda yiiksek hedeflenen aktivite ve diisiik toksisite dnemli oldugu kadar, bilesiklerin
farmakokinetik ozellikleri ve biyoyararlanimi da Onemlidir. Son yillarda bilgisayar destekli ilag¢
gelistirme c¢aligmalar1 kapsaminda ilag adaylarinin emilim, dagilim, metabolizma ve absorpsiyon
(ADME) profillerinin tahminleri de yapilabilmektedir. Bu baglamda, bilesiklerin teorik ADME
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ozellikleri Molinspiration yazilim programi kullanilarak hesaplandi (Cheminformatics 2018). ilag
benzerligi skoru Molsoft programi kullanilarak hesaplandi (Molsoft 2004).

BULGULAR VE TARTISMA

Kimya

EM1 bilesiginin *H ve 3C NMR spektroskopi verileri su sekildedir: Verim %65, erime noktast:
195-198°C. H-NMR & ppm (400 MHz, DMSO-ds): 9.95 (s, 1H, -NH), 8.20-8.02 (m, 2H, Ar-H), 7.82
(d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 7.65 (dd, J = 8.8, 6.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.55-7.42 (m, 2H, Ar-H), 3.34 (s, 2H, -
CHa), 2.62 (s, 3H, -CHs), 2.51 (s, 4H, (2)-CH>), 2.40 (s, 4H, (2)-CH,). ®*C-NMR & ppm (100 MHz,
DMSO-dg): 166.04, 165.81, 162.57, 161.58, 144.91, 141.02, 135.71, 131.27, 129.35, 125.14, 117.83,
116.05, 110.97, 59.78, 53.35, 52.17, 25.21.

Antimikrobiyal Degerlendirme

EMI1 ve referans antimikrobiyallerin gdzlenen MIK degerleri Cizelge 1, Cizelge 2 ve Cizelge 3'te
verildi. Sonuglara gore referans antibakteriyel ilaglar (0.5-16 pg mL™), S. aureus ATCC 29213 ve her
iki izolata karst EM1'den (64-128 png mL ™ ¢ok daha iyi bir etkiye sahipti. EM1, referans ilaglara gore
E. faecalis ATCC 29212 iizerinde zay1f bir etki gosterirken, iki ayri izolati iizerinde 32 pg mL™ ile
ampisiline ¢ok yakin bir aktivite gostermistir. Bilesigin E. coli ATCC 25922 iizerindeki antibakteriyel
aktivitesi ise, referans antibiyotikler kadar iyi degildi. Bununla birlikte, E. coli izolatlarinda 32 pg mL™*
ile ampisiline (16 pg mL™) ¢ok yakin bir aktivite sergilemistir. EM1, P. aeruginosa ATCC 27853
iizerinde sefotaksim'e yakin aktivite gosterirken, P. aeruginosa izolatlar1 iizerinde 32 pg mL? ile
gentamisine yakin aktivite gostermistir. A. baumannii NTCC 13304 ve izolatlar1 {izerinde 32 pg mL*
ile meropeneme (4-8 pug mL™?) yakin aktivite gdstermistir. Ancak, K. pneumoniae ATCC 700603 ve
izolatlar1 lizerinde, referans ilaglarla karsilastirildiginda oldukga zayif etkili oldugu goézlenmistir. Ayrica,
C. albicans ATCC 10231 ve izolatlar1 iizerinde de flukonazol ve amfoterisin B'ye gore ¢ok zayif
etkilidir. Tim aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde, 6zellikle E. faecalis ve E.coli izolatlar1 izerinde
goriilen bu umut verici sonuglar, yeni antibakteriyel ajanlar bulmak i¢in yapilan calismalara katkida
bulunacaktir.
Cizelge 1. EM1'in Gram (+) bakteriler iizerindeki in vitro antimikrobiyal aktivitesi

Bilesik S. a S.a* S.a** E.f. E.f.* E.f.**
EM1 64 64 128 64 32 32
Ampisilin 0.5 >16 >16 2 >16 >16
Vancomisin 0.5 2 2 2 8 >8
Gentamisin 0.25 >16 >16 4 >8 >8
Siprofloksasin 0.5 >16 >16 2 >4 >4
Sefotaksim 2 >16 8 4 >8 >8
Meropenem - -

S.a: S. aureus ATCC 29213, S.a*: S. aureus izolat 1, S.a.**: S. aureus izolat 2, E. f. : E. faecalis ATCC 29212, E. f. *: E. faecalis izolat
1, E. f.**: E. faecalis izolat 2

Cizelge 2. EM1'in Gram (-) bakteriler iizerindeki in vitro antimikrobiyal aktivitesi

Bilesik E.c. E. E.c** P.a. Pa* Pa** Ahb A. A. K. p. K. K.
c.* b.* p.*x* p_* p.**
EM1 128 32 32 32 32 32 32 32 32 128 128 128
Ampisilin 8 >16  >16 - - - - - - - -
Vancomisin - - - - - - - - - - - -
Gentamisin 0.5 >8 >8 0.5 4 >8 2 4 4 2 >16  >16
Siprofloksasin  0.016 >2 0.5 0125 1 >2 - - - - -
Sefotaksim 0.125 >8 1 8 - - - - - - - -
Meropenem 4 > 8 > 8 2 >8 8

E.c.: E.coli ATCC 25922, E.c.*: E.coli izolat 1, E. ¢.**: E.coli izolat 2, P.a.: P. aeruginosa ATCC 27853, P.a.*: P. aeruginosa izolat 1,
P.a.**: P. aeruginosa izolat 2, A.b.: A. baumannii NTCC 13304, A.b.*: A. baumannii izolat 1 A.b.**: A.baumannii izolat 2, K.p.:
K.pneumoniae ATCC 700603, K. p.*: Klebsiella pneumoniae izolat 1, K.p.**: Klebsiella pneumoniae izolat 2
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Cizelge 3. EM1'in mantarlar tizerindeki in vitro antimikrobiyal aktivitesi

Bilesik C.a. C.a* C.a**
EM1 64 64 64
Flukonazol 0.125 >4 >4
Amfoterisin B 0.5 0,5 1

C.a.: C. albicans ATCC 10231, C.a.*: C. albicans izolat 1, C.a.**: C. albicans izolat 2

Molekiiler Doking Calismasi

Girig boliimiinde bahsedildigi gibi, benzoksazollerin mekanizmalarindan biri DNA giraz enzimini
inhibe etmektir. Bu nedenle DNA giraz '2XCT' yapisi ile birlikte siprofloksasinin kompleks yapisi
lizerinde molekiiler doking ¢alismalar1 yapilmistir. Siprofloksasin, -7.4 kcal mol™ baglanma enerjisi
gosterirken, EM1 -8.4 kcal mol™? baglanma enerjisi gosterdi. Siprofloksasin, SER U: 1084 ile hidrojen
bagi olustururken, EM1, SERU: 1098 ile bir hidrojen bagi olusturdu. Sekil 2, EMl1'in 2D-3D
etkilesimlerini gostermektedir.

PHE
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Sekil 2. EM1'in 2D-3D protein-DNA-ligand etkilesimleri

In silico ADME tahmini

Lipinski Kurallari, bir kimyasal bilesigin oral olarak kullanilmasi i¢in gerekli fizikokimyasal
parametreleri (absorpsiyon, dagitim, metabolizma ve eliminasyon) gosteren kosullari nicel olarak
kapsar. Lipinski kurali olarak bilinen bu kosullar, ¢ok sayida ilag¢ aktif bileseni kullanilarak formiile
edilmistir. Arastirmalar, bu kurallara uyan molekiillerin daha iyi ilaglar olma potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir. Bu fizikokimyasal parametreler genellikle oral kullanilabilen bir molekiilde;
hidrojen bag1 yapan atomlarin sayisinin 5’ten fazla (kendisine bagli bir veya daha fazla hidrojen atomu
iceren azot ve oksijen atomlar1) ve molekiildeki hidrojen bagi kabul eden atomlarin sayis1 10°dan fazla
olmamasi (azot ve oksijen atomlarinin say1s1), molekiil agirligi 500’{in ve lipofilisite katsayisi (log P)’nin
da 5’in altinda olmas1 gerektigini ortaya koymustur. Bu kurallarin birden fazla ihlal edilmemesi gerektigi
de belirtilmektedir (Lipinski 2004). Yeni ilaglarin gelistirilmesinde aktivite ve se¢iciligi artirmak igin
molekiilde yapilan degisikliklerin de bu kurallar ¢ercevesinde diizenlenmesi gerektigi bildirilmistir. Bu
bilgilere dayanarak, EM1 Lipinski kuralina uymaktadir. % Absorpsiyon=109- (0.345 x TPYA) formiilii
ile hesaplandi ve %81.85 ile iyi bir absorpsiyon profili gosterdi. Ayrica, 1.26 ile iyi bir ila¢ benzerlik
puani sergiledi. Hesaplanan tahmini ADME parametreleri Cizelge 4'te verilmistir.
Cizelge 4. EM1'in hesaplanan ADME parametreleri

LogP (<5) 2.62 NOHNH (<5) 1
TPYA () 78.68 Thlal sayis: (<1) 0
% A () 81.85 nrotb (-) 4
MA (500) 396.42 Hacim () 34745
nON (<10) 7 ila¢ benzerligi skoru 1.26

MA: Molekiil agirligi. TPYA: Topolojik polar yiizey alani. % A: Yiizde absorpsiyon. nrotb: Donebilen bag sayist. nON: Hidrojen alicisi
say1st. nOHNH: Hidrojen vericilerinin sayis1. LogP: Log oktanol/su katsay1s1

2127



Meryem EROL ve ark. 11(3): 2122-2132, 2021

2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol’iin Sentezi, Molekiiler Doking, DFT ve Antimikrobiyal
Aktivite Calismalari

Molekiiler Reaktivite Analizleri

Tim c¢ok elektronlu molekiiler sistemlerde diger molekiiller ile etkilesim, HOMO (en yiiksek dolu
molekiiler orbital) ve LUMO (en diisiik bos molekiiler orbital) olarak adlandirilan siir molekiiler
orbitallerle agiklanir. HOMO-LUMO sonucunda elde edilen enerji degerleri ve bu iki orbital arasindaki
enerji farki molekiiliin kimyasal davranisin1 agiklamak i¢in kullanilabilir. Bir molekiildeki HOMO-
LUMO enerji araligi ne kadar biiyiikse, molekiil o kadar kararli ve tepkisizdir. Bu enerji araliginin
azaltilmast molekiiliin kimyasal reaksiyonlara duyarliligini arttirir, kararsiz hale getirir ve reaksiyon
esigi enerjisini digtiriir. HOMO ve LUMO smir yoriinge enerjilerinden yararlanarak; iyonlasma
potansiyeli, elektron afinitesi, kimyasal potansiyel, elektronegatiflik, kimyasal sertlik, kimyasal
yumusaklik, elektrofiliklik indeksi gibi kimyasal 6zellikler hesaplanabilir (Cizelge 5) (Mary ve ark.,
2020, Sheena ve ark., 2019). EM1'in HOMO ve LUMO degerleri sirasiyla -0.22228 a.u (-6.0485 eV) ve
-0.06339 (-1.7249 eV) idir. Ayrica, bu molekiil igin HOMO ve LUMO orbitalleri arasindaki enerji farki
4.3657 eV'dir. EM1'in HOMO'su, N-asetil piperazin grubu disinda tiim molekiil {izerinde delokalizedir
ve LUMO'su, amid ve N-asetil piperazin grubu hari¢ tiim molekiil izerinde delokalizedir (Sekil 3).

Cizelge5. EM1’in hesaplanan sinir molekiiler yoriinge parametreleri

HOMO (eV) -6.0485 il =(IP-EA/)2 2.1618
LUMO (eV) -1.7249 p=—(IP+EA)/2 -3.8867
AE = (LUMO-HOMO) 4.3236 S=1/24 0.2312
iP = (-HOMO) 6.0485 X = (IP+EA)/ 2 3.8867
EA = (-LUMO) 1.7249 o = (12 2n) 1.7470

Iyonlasma potansiyeli (IP), elektron afinitesi (EA), elektronegatiflik (X), kimyasal sertlik (n), kimyasal yumusaklik (S), kimyasal
potansiyel (i) ve elektrofilik indeks (w)

J’ﬁ'?i;; g“’ ¢ b

HOMO of EM1

HOMO = -6.0485 eV
AE =4.3236 eV
LUMO =-1.7249 eV

JJ_Q 9 l ‘&
Sl e ‘ °
i
e ,

LUMO of EM1

Sekil 3. EM1'in HOMO-LUMO enerji diizeyleri

MEP Analizi
Bir molekiiliin elektrostatik potansiyeli, elektronegatiflik ve farkli atomlardaki kismi ytiklerle

ilgilenen bir analiz tiiriidiir. MEP yiizey analizi ¢alismasi, yiik-dipol, dipol-dipol ve kuadropol-dipol
etkilesimleri dahil olmak iizere biyolojik molekiillerle baglanma yetenegini anlamak icin faydali bir
yontemdir. MEP haritasi, molekiiliin seklini, boyutunu, dipol momentini, elektrofilik ve niikleofilik
reaktif bolgelerini gosterir ve MEP'i tanimlamak i¢in renk kodlama sistemi kullanilir. Yiizey haritasi,
elektron agisindan zengin kisimdan baslayarak daha az zengin bolgelere dogru kirmizidan maviye
degisen renklerle belirlenir (Mary ve ark., 2020). EM1'in MEP haritasinda kirmiz1 bolgelerin agirlikli
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olarak oksijen ve azot atomlar tizerinde yogunlastigi, mavi bolgelerin ise karbon ve hidrojen atomlari
etrafinda yogunlastig1 goriilmiistiir (Sekil 4).

Sekil 4. EM1’in MEP haritasi

Geometri Optimizasyonu

Molekiillerde frekans, enerji hesaplamalar1 ve termodinamik Ozelliklerin belirlenmesi gibi
islemlerde oncelikle molekiiliin denge geometrisi belirlenir. Bir molekiiliin denge geometrisi, o
molekiiliin enerjisinin minimum oldugu ve molekiiliin bu durumda en kararli durumda oldugu
geometridir. Molekiiliin denge geometrisini belirleme siirecine geometrik optimizasyon denir.
Molekiilleri olusturan atomlarin dizilisi degistiginde molekiiliin enerjisi de degisir. Molekiiler
konformasyon ve enerji arasindaki iligki "potansiyel enerji ylizeyi (PEY)" ile gosterilir. Genel minimum,
PEY'in en diisiik noktasini temsil eder ve bir molekiiliin denge geometrisindeki minimumlar, tek molekiil
durumunda farkli konformasyonlara veya yapisal izomerlere karsilik gelir (Celik ve ark., 2020). EM1
bilesiginin tiim atomlarinin uzaydaki en kararl diizeni belirlenmistir (Sekil 5). Hesaplanan bazi 6nemli
bag agilart sunlardir: N(7)-C(8)-0O(9); 115.7197°, C(14)-C(13)-F(16); 119.9966°; O(29)-C(27)-N(24);
120.0005°; N(17)-C(18)-0(20); 120.0017°. Hesaplanan bazi bag uzunluklar1 C(8)-O(9); 1.3635 A, C(8)-
N(7); 1.3156 A, N(17)-H(37); 1.0119 A, C(13)-F(16); 1.3201 A, C(27)-0(29); 1.2081 A. Bag
uzunluklar (A) ve bag acilar1 (°) Cizelge 6'da sunulmustur.

Sekil 5. EM1'in optimize edilmis molekiiler yapisi

Cizelge 6. EM1'in hesaplanan bag uzunluklari (A) ve bag agilari (°)

Bag B3LYP Bag B3LYP Bag acisi B3LYP Bag acis1 B3LYP Bag acis1 B3LYP
uzunlugu uzunlugu

C1,Cc2 14013 C19,H38 1.113 C2,C1,C6 121.4086 C13,C12,H34 119.9991 C22,C23,N24 112.9652
C1,C6 14006 C19,H39 1.113 C2,C1,H30 119.2961 C12,C13,C14 120.0038 C22,C23,H42 108.5735
C1,H30 1.1001 N21,C22 14735 C6,C1,H30 119.2953 C12,C13)F16 119.9995 (C22,C23,H43 107.4357
C2,C3 14037 N21,C26 14736 C1,C2,C3 121.1539 C14,C13)F16 119.9966 N24,C23,H42 108.5684
C2,N17 1.345 C22,C23 15438 C1,C2,N17 119.4214 C13,C14,C15 119.9954 N24,C23,H43 107.44
C3,C4 1.4007 C22,H40 1.113 C3,C2,N17 119.4248 C13,C14,H35 120.0012 H42,C23,H43 111.91
C3,H31 11 C22,H41 1113 C2,C3,C4 118.1093 C15,C14,H35 120.0034 C23,N24,C25 109.4307
C4,C5 13865 C23,N24 14735 C2,C3,H31 120.9422 C10,C15,C14 120.0013 C23,N24,C27 125.2894
C4,N7 13727 C23,H42 1113 C4,C3,H31 120.9485 C10,C15H36 119.9967 C25,N24,C27 125.2798
C5,C6 13894 C23,H43 11131 C3,C4,C5 118.921 C14,C15H36 120.0019 N24,C25,C26 112.9661
C5,09 1.3652 N24,C25 1.4735 C3,C4,N7 131.2577 C2,N17,C18  119.9984 N24,C25,H44 108.5766
C6,H32 1.1001 N24,C27 1.369 C5,C4,N7 109.8213 C2,N17,H37  120.0025 N24,C25,H45 107.4315
N7,C8 13156 C25,C26 1.5439 C4,C5,C6 1247686 C18,N17,H37 119.999  C26,C25H44 108.5662
C8,09 1.3635 C25H44 1.113 C4,C5,09 107.7719 N17,C18,C19 119.9954 (C26,C25,H45 107.4298
C8,C10 1.337 C25,H45 1.113 C6,C5,09 127.4595 N17,C18,C20 120.0017 H44,C25,H45 111.923

C10,C11 13948 C26,H46 11129 C1,C6,C5 115.6387 C19,C18,C20 120.0029 H21,C26,C25 112.9659
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Cizelge 6. EM1'in hesaplanan bag uzunluklari (A) ve bag agilar (°) (devam)

Bag B3LYP Bag B3LYP Bag acsi B3LYP Bag acis1 B3LYP Bag acis1 B3LYP
uzunlugu uzunlugu

C10,C15 13948 C26,H47 1.113 C1,C6,H32 122.1807 C18,C19,N21 109.5035 N21,C26,H46 108.57
Cl1,C12 1.3948 C27,C28 1.509 C5,C6,H32 122.1806 C18,C19,H38 109.4384 N21,C26,H47 107.4285
C11,H33 1.1001 C27,029 12081 C4,N7,C8 103.1808 C18,C19,H39 109.4559 (C25,C26,H46 108.5692
C12,H13 1.3948 C28,H48 1.1129 N7,C8,09 115.7197 C21,C19,H38 109.4438 (C25,C26,H47 107.4358

C12,H34 1.1 C28,H49 1.1131 N7,C8,C10 122.142 C21,C19,H39 109.4662 H46,C26,H47 111.9237
C13,C14 1.3948 C28,H50 1.1129 09,C8,C10 122.1384 H38,C19,H39 109.5195 N24,C27,C28 120.0033
C13,F16 1.3201 C5,09,C8 103.5063 C19,N21,C22 106.944 N24,C27,029 120.0005
C14,C15 1.3949 C8,C10,C11 119.9977 C19,N21,C26 107.6997 (C28,C27,029 119.9962
C14,H35 1.1 C8,C10,C15 120.0009 C22,N21,C26 109.4248 (C27,C28,H48 109.5013
C15,H36 1.1 C11,C10,C15 120.0015 N21,C22,C23 112.9659 (C27,C28,H49 109.4396
N17,C18 1.3691 C10,C11,C12 120.0009 N21,C22,H40 108.569 C27,C28,H50 109.4638
N17,H37 1.0119 C10,C11,H33 120.0 N21,C22,H41 107.4315 H48,C28,H49 109.4385
C18,C19 1.509 C12,C11,H33 119.9991 (C23,C22,H40 108.5726 H48,C28,H50 109.465
C18,020 1.2079 C11,C12,C13 119.9971 (C23,C22,H41 107.4347 H49,C28,H50 109.5192
Cl19,C21 1.4379 C11,C12,H34 120.0038 H40,C22,H41 111.9194
SONUC

Bu calismada; 2-(p-Florofenil)-5-(2-(4-asetilpiperazin-1-il)asetamido)benzoksazol’iin sentezi 3
asamada gerceklestirilmis ve yapisi 'H-NMR ve *C-NMR spektroskopisi ile aydmlatilmstir.
Antimikrobiyal aktivitesi cesitli bakteri, mantar ve bunlarin klinik izolatlarina karsi incelenmistir.
Bilesik, 32-128 ug ml™ arasinda degisen genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumu gosterdi ve 6zellikle
E. faecalis izolatlar1 ve E. coli izolatlarna kars1 32 pg ml? ile ampisiline kiyasla olduk¢a umut verici
sonug gosterdi. Molekiiler doking caligsmasi, siprofloksasin ile kompleks olusturan DNA giraz enziminin
2XCT yapst iizerinde gergeklestirildi ve 2D/3D etkilesimleri sunuldu. Siprofloksasin, -7.4 kcal mol™
baglanma enerjisi gdsterirken, EM1 -8.4 kcal mol™ baglanma enerjisi gosterdi. ADME profili incelendi
ve Lipinski ve diger kisitlayici kurallara uygun oldugu goriildii. Ayrica yapisal 6zellikleri DFT/B3LYP
yontemi ve 6-311G (d,p) temel seti kullanilarak incelendi. Optimize edilen yapinin bag uzunluklari, bag
acilart ve dihedral agilar1 teorik olarak belirlendi. Ayrica HOMO-LUMO orbital enerjileri ve bu
enerjilerden elde edilen diger elektronik parametreler hesaplandi. MEP haritasinda elektronca zengin
bolgelerin (kirmiz1 bolge) oksijen ve azot atomlart etrafinda yogunlastigi, notr bolgelerin ise karbon ve
hidrojen atomlar1 (mavi bolge) etrafinda yogunlastigi goriildi. Bilesik yeni sentezlendigi ve secilen
bakteri, mantar ve klinik izolatlarina kars: ilk kez test edildigi i¢cin énemlidir. Ozellikle mevcut tedavi
yontemlerine karsi direncin gelismesi nedeniyle gelecek vaat eden antimikrobiyal aktiviteleri ile yeni
veya alternatif ilaglar gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalara 6nemli katki saglayacaktir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢catismasi olmadigini beyan eder.
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