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OZET

Doktora Tezi

Yeni Heterosiklik Bilesiklerin In Silico Tasarlanmasi, Sentezlenmesi, Yapilarinin Aydinlatilmasi ve

Mikrobiyolojik Etkilerinin Incelenmesi
Sanaz Ataei
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigman dgretim iiyesi: Prof. Dr. Ilkay Yildiz

Antibiyotiklere kars1 gelisen direncin giderek artmasi ¢esitli enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilan
yeni antibiyotiklerin kesfini zorunlu hale gelmistir. Bakteri hiicresinin replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon islemlerinde olduk¢a 6nemli rol oynayan bakteriyel DNA topoizomeraz Il enzimi, yeni
antibakteriyel ajanlarin kesfinde oldukca 6nemli bir hedef olusturmaktadir. Bu tez ¢aligma kapsaminda
bakteriyel topoizomeraz Il enziminin bir alt birimi olan DNA giraz iizerinden molekiiler doking
caligmalar1 gerceklestirilerek bu enzimi inhibe edebilecegini diisiindiigiimiiz yeni 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoksazin tiirevi bilesikler tasarlanmistir. Molekiiler doking islemleri sonucunda etkili olabilecegi
diistiniilen bilesikler tizerinden, 13 tanesi orijinal olmak tizere toplam 19 adet bilesik sentezlenerek in

vitro ortamda mikrobiyolojik etkileri saptanmigtir.

Molekiiler modelleme ¢alismasinda, tasarlanan 3,4-dihidro-2H-1,4 benzoksazin tiirevi bilesiklerin DNA
giraz (PDB kodu: 4Z2D) enzimiyle olan etkilesimleri molekiiler doking caligmalartyla incelenmistir.
Etkili olabilecegi saptanan 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevlerinin sentezi, siibstitiie aminofenol
tirevlerinin mono etil fumarik asit veya dikloroasetil kloriir ile reaksiyonu sonucunda

gerceklestirilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin ITK yontemiyle safliklar1 kontrol edildikten sonra, erime noktalar1 belirlenmis

ve yapilar1 '"H-NMR, *C-NMR, Kiitle, IR ve elementel analiz yontemleri kullanilarak aydinlanmistir.

Sentezlenen bilesiklerin in vitro antibakteriyel aktiviteleri E.coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 29213 ve E. faecalis ATCC 29212; antifunfal aktiviteleri C. albicans ATCC
10231 mikroorganizmalarina karsi test edilmis ve aktiviteleri >32 pg/mL MIK degerleri arasinda
oldukca zayif bulunmustur. Ayrica bilesiklerin direngli Acinetobacter baumannii suslarma karsi
meropenem ile kombine kullanilmasi sonucunda direngli MiK degerini diren¢ sinirmin altina diisiiren

bir etki goriilmemistir.
2018, 186 sayfa

Anahtar Kelimeler: Benzoksazin, DNA Giraz, Molekiiler Doking, Antimikrobiyal etki



ABSTRACT
PhD Thesis

In Silico Design, Synthesis, Structure Elucidation and Investigation of Microbiological Effects of New

Heterocyclic Compounds
Sanaz Ataei
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. flkay Yildiz

Increasing resistance toward antibiotics has led to discovering new antibiotics used in the treatment of
various infections.Thebacterial DNA topoisomerase Il enzyme, which plays an important role in the
processes of replication, transcription and translation of bacterial cells, is a very important target in the
discovery of new antibacterial agents.In this thesis, by performing molecular docking studies on DNA
gyrase, a subunit of bacterial topoisomerase Il enzyme, novel 3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin
derivatives which we thought they would be able to inhibit this enzyme were designed.A total of 19
compounds, originally 13, were synthesized on compounds thought to be effective as a result of

molecular doking, and in vitro microbiological effects were determined.

In the molecular modeling study, the interactions of the designed 3,4-dihydro-2H-1,4 benzoxazin
derivative compounds with the DNA gyrase (PDB code: 4Z2D) enzyme were investigated by molecular
doking studies. Afterwards 3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin derivatives which would be effective, were
synthesized by reaction of substituted aminophenol derivatives with mono ethyl fumaric acid or

dichloroacetyl chloride.

The synthesized compounds purities were controlled by the ITC method, melting points were
determined and the structures were elucidated by ‘H-NMR, *C-NMR, MASS, IR and elemental

analysis methods.

In vitro antibacterial activities of the synthesized compounds were determined in E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 and E. faecalis ATCC 29212; antifunfal activities
were tested against C. albicans ATCC 10231 microorganisms and their activities were found to be very
weak between >32 pg / mL MIC values. In addition, the use of compounds in combination with
meropenem against resistant Acinetobacter baumanniistrains did not show an effect that lowered the

resistant MIC value below the resistance limit.
2018, 186 pages

Keywords: Benzoxazin, DNA Gyrase, Molecular Doking, Antimicrobial activity
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1. GIRIS

Antibiyotikler 1940’11 yillarindan itibaren enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Antibiyotikler ¢ocuk oliimlerinin azalmasi,
ameliyat sonras1 enfeksiyon olusumunun engellenmesi ve kemoterapi ilaglarin kullanma
esnasinda tibbi destek olarak olduk¢a onem tasimaktadirlar. Arastirmalara gore Asya ve
Afrika’da hastaneye yatirilan her iki hastadan birine, Avrupa’da her ii¢ hastadan birine
antibiyotik tedavisi uygulanir. Gelismekte olan bir¢ok iilkenin saglik biit¢elerinin %35°i de
antibiyotiklere ayrilmig durumdadir. Ancak sik kullanilan ve maliyeti yiiksek olan bu
ilaglarin gereksinim duyulmadan bilingsiz kullanimi, tedavide basarisizligl, yiiksek
maliyeti ve bakterilere diren¢ kazanimina sebep olmaktadir. Bu durum mevcut
antibiyotiklerin kullanilamamasi ve yeni antimikrobiyal ilaglarin gereksinimi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Yeni bir antibiyotigin bulunmasi uzun zaman isteyen calismalarla

birlikte yiiksek maliyet gerektirmektedir. Bundan dolayida kesif sans1 giderek azalmaktadir

).

Bazi antibiyotikler sadece kisitli sayida farkli bakteri tiirii ile savasabilecek sekilde
gelistirilmistir, bu cesit antibiyotiklere dar spektrumlu antibiyotikler denilir diger
antibiyotikler ise daha gesitli bakterilere etki edebilmektedir ve genis spektrumlu olarak

adlandirilmaktadirlar.

Antibiyotik direnci 6zel olarak bakterilerin antibiyotiklere karst direng gostermesidir.
Antibiyotiklere ragmen bakterilerin 6lmemeleri veya liremeye devam etmeleri olarak

tanimlanmaktadir.

Gilinlimiizde antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 bakterilerin evrimsel siirecinin bir pargasi
oalarak kabul edilmektedir. Bu nedenden dolay1 diren¢g mekanizmasi hep var olmus ve her
zaman da var olacaktir. Klinik acidan onem tasiyan diren¢ mekanizmalar1 ve direngli
bakteri tiirlerinin zaman igerisinde gosterdikleri degisikliklerden dolayr yeni

antibiyotiklerin sentezlenmesinin gerektigi diisiiniilmektedir (2).

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisin direngli Enterococcus
faecium (VRE) gibi hastane kokenli enfeksiyonlarin yani sira E. faecium, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa ve

Enterobacter tiirleri de 6liimciil hastaliklara neden olmaktadirlar (3).



Yeni direng mekanizmalar1 ile daha ¢ok tehlikeli hale gelen ¢oklu ilag direnci (MDR)
Mycobacterium tuberculosis, MRSA gibi suslarda etkili metilisin, rifamisin, vankomisin ve

cesitli antibiyotiklere karsi eszamanli direng gostermektedirler (4, 5).

MDR gosteren mikroorganizmalar insan sagligini tehdit eden en onemli faktorlerden biri
olarak goriinmektedir (6). Avrupada her yil 25,000 ve Amerikada 23,000 insan MDR
gosteren mikroorganizmalardan dolay: hayatlarini kaybetmektedirler (7-9). Tirkiye’de
yapilan bir ¢alismaya goére 2000-2010 yillar1 arasinda MDR gosteren Acinetobacter
tiirlerinin sebep oldugu hastaliklar %60-70 oraninda artis gostermektedir (10). Bu nedenler
arastirmacilart yeni, etkili ve yan etkisi az olan antimikrobiyal ilaglarin sentezlenmesine

yoneltmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Antibiyotiklere Ait Genel Bilgiler

2.1.1. Bakteri Hiicre Duvar Sentezini Bozan ve Litik Enzimleri Aktive Edenler

Bakteri hiicre duvarinin biitiinliiglinli bozan antibiyotikler daha ¢ok bakterisid etki
gostermektedirler. Hiicre duvari bakterilerin yasam dongiisiinde 6nemli yapilardan
birisidir. Bakteriler, konak hiicrelerinden farkli olarak viicut sivilari ile izotonik degillerdir.
Hiicre duvar bakterileri ozmotik lizisten koruyarak bakterilere seklini verir. Bakteri hiicre
duvar peptidoglikan yapisindadir. Antibiyotikler peptidoglikan yapisini bozarak, bakteri
seklini ve ¢ogalma 6zelliginin kaybetmesine ve ozmotik lizis etkisinden dolayr dlmesine

neden olmaktadir (11).

B-Laktamlar (penisilinler, monobaktamlar, sefalosporinler), karbapenemler (meropenem,
imipenem), teikoplanin, vankomisin ve basitrasin hiicre duvar sentezinde etki

gostermektedirler (12).

B-Laktam antibiyotikler, peptidoglikan sentezinde 6nemli gdrevi olan penisilin baglayan
proteine (PBP) baglanarak veya dogrudan engelleyerek hiicre duvar sentezinin

durdurulmasini saglarlar (13, 14).

Vankomisin bdliinme asamasinda olan bakterilere PBP’ye baglanarak degil dogrudan
inhibe ederek etki gostermektedir. Teikoplanin de vankomisin gibi hiicre duvar sentezini

inhibe eder (14).

2.1.2. Hiicre Membraninin Permeabilitesini Bozanlar

Sitoplazma membrant bozuldugu zaman elektrolitlerin disart ¢ikmasiyla hiicre dengesi
bozulur. Bu tir antibiyotikler hizli sekilde bakterisid etki gosterirler. Polien ve
polimiksinler yapisina sahip olan antifungaller (nistatin) ve azol yapisindaki (ketokonazol,

flukonazol, v.s.) antifungaller bu sekilde etki gostermektedirler (12, 15).

Sitoplazma zar1 gerekli maddelerin disaridan difiizyon veya aktif tansportla
mikroorganizma igerisine alinmasinda osmotik bir engeldir. Bu tip etkili antimikrobiyal

bilesikler membran gegirgenligini artirir ve sitoplazma igerisindeki kiiciik maddelerin
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(amino asit, potasyum, niikleotit) disar1 ¢ikmasina neden olup ve bdylelikle hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir. Bu ¢esit antibakteriyel bilesikler {iremesi tamamlanmis olan

mikroorganizmalara da etki gostermektedirler (16).

Polien yapisinda olan antifungaller, hiicre membranindaki ergosterole baglanarak hiicre
membranin1  bozar (14). Azol yapisindaki antifungaller, lanosteroliin ergosterole
doniistiiriilmesinde gorev yaparlar ve sitokrom -P4s0 14-0-demetilaz enzimini engelleyerek
etki gostermektedirler (15, 16).

2.1.3. Ribozomlarda Protein Sentezini Bozanlar

Ribozomlarda protein sentezini bozan antimikrobiyaller, bakteri ribozomlariyla birlesip ve
mRNA tarafindan sentezlenen proteinlerin sentezini engellemektedirler. Memeli hiicrelerin
ribozomlart bakteri ribozomlarindan farkli oldugu i¢in memeli hiicreler iizerinde etki

gostermezler (16).

Tetrasiklinler, aminoglikozitler, makrolidler, fusidikasit, amfenikoller bu tip etki gosteren

antibakteriyel ajanlardir (12).

Tetrasiklinler 30S ribozomlara geri doniisiimlii olarak baglanirlar ve tRNA’nin RNA-
ribozoma baglanmasin1 engelleyerek protein sentezini inhibe ederler. Bu grup ilaglar

bakteriyostatik etkilidirler (17).

Makrolidler ve linkozamitler, ribozomlarin 50S alt birimine baglanarak bu bolgeye
tRNA’nin baglanma sonucunda peptid uzanmasini engellemektedirler ve tetrasiklinler gibi

bakteriyostatik etki gosterirler (14).

Aminoglikozitler, ribozomlarmm 16S alt birimindeki rRNA’nin aminoagil grubuna

baglanarak protein sentezini inhibe ederek bakterisit etki gosterirler (18).

Amfenikoller, 50S ribozom {iizerinde etki gostermektedirler. Peptidil transferaz enziminin
etkisini azaltarak peptid sentezini ve mRNA’nin ribozomlarina baglanmasini

engellemektedirler (16).



2.1.4.Genetik Materyal Uzerinde Etki Yapanlar

Genetik materyal iizerine etki yapan antimikrobiyaller DNA sentezini veya DNA sentezine
bagli olarak mRNA sentezini engelleyerek etki gosterirler. Rifampisin, asiklovir,
vidarabin, griseofulvin ve nitroimidazol tiirevleri, doksorubisin, daunorubisin ile nalidiksik
asit ve diger kinolonlar, bu sekilde etki gosterirler. Bu ilaglarin bir kismi memeli
hiicresinede sitotoksik olup tiimor tedavisinde kullanirlar. Memeli hiicresine sitotoksik
etkisi olmayan rifamisinler ve kinolonlar ise antimikrobiyal ilag olarak kullanilirlar (12,
16).

Rifampisinler, RNA polimeraza baglanarak mRNA sentezini bozarlar ve bakterisid etki
gosterirler. Florokinolonlar ve nalidiksik asit, DNA giraz ve topoizomeraz IV enzim
sentezini inhibe ederek siipersarmal DNA yapisini bozarlar ve bdylelikle bakterinin

6liimiine sebep olurlar (14, 16).

Antiviral etkili asiklovir, viral DNA polimeraz enzimini engelleyerek DNA sentezini bozar
(19). 5-Nitroimidazole tiirevleri, viicuda alindiktan sonra yapilarinda bulunan nitro grubu

indirgenir ve olusan aktif metabolitler protein ve DNA sentezini inhibe ederler (20).

2.1.5. Bakteriyel Antimetabolitler

Antimetabolitler yapisal olarak normal substratlara benzerler, enzimler {izerindeki etkin
yerler i¢in onlar ile yarisa girerler ve bakteri metabolizmasi i¢in gerekli maddelerin
sentezini bozarlar. Siilfonamidler, etambutol, p-amino salisilik asit (PAS), izoniazid (INH),

dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri bu grupta bulunmaktadirlar.

Siilfonamidler folik asit sentezini, trimetoprim, dihidrofolat rediiktaz enzimini engelleyerek
bakterisit etkiye sahiptirler. Trimetoprim + Siilfonamid kombinasyonu (Sekil 2.1.) folik
asit sentez yolaginda pes pese inhibisyonla bakterisit etki gostermektedir (14, 16, 21).



@) (b)

Sekil 2.1. Siilfametoksazol (a) ve Trimetoprim (b)

PAS bir antimetabolit olarak siilfonamidler gibi ayn1 sekilde etki gosterir (22). Etambutol
antitiiberkiiloz etki gosteren bir ilactir. Vemiko bakterilerin hiicre duvarinin en 6nemli
polisakkariti olan arabinogalaktanin hiicre duvarina taginmasinda rol oynayan enzimleri

inhibe ederek bakteriyostatik etki gosterir (23).

2.2.  Mikroorganizmalarda Diren¢ Mekanizmalari

Direng, bir mikroorganizma antimikrobiyal ajanin Oldiiriici veya iireme durdurucu
yetenegine karsilik verme 6zelligine denir. Antimikrobiyal maddeye direncli hale gelen bir
mikroorganizma yapisal veya islevsel olarak benzer baska bir maddeye de direng
gosterebilir ki, bu olaya capraz direng denir. Bu durum ¢ogunlukla yapilar1 benzer ilaglar
arasinda goriilmektedir. Ornegin; eritromisin-oleandomisin veya neomisin-kanamisin.
Ayrica benzer olamayan ilaglar arasinda da c¢apraz direng olabilmektedir. Ornegin;
eritromisin-linkomisin arasindaki direng (24). Mikroorganizmalarin yapisal ve etkili olarak
farkli birka¢ antimikrobiyal maddeye gosterilen dirence, ¢oklu ila¢ direnci (MDR) denir
(25).

2.2.1. Dogal Direng

Kalitsal olmayan direng tipidir. Genellikle antimikrobiyal ajanin etkili olabilecegi hedef
molekiiliin olmamas1 dogal diren¢ olarak tanimlanir. Mikroorganizmanin bir maddeye
kars1 dogal direncli olan higbir tiirli o antimikrobiyal ilagtan etkilenmez. Bir¢ok gram-
negatif bakteriler, duvar yapilarinda peptidoglikanin az sayida olmasi nedeniyle
vankomisin ve metisiline dogal diren¢ gdstermektedirler. Genellikle ilaglar
mikroorganizmalarin aktif iireme doneminde etki gostermektedir. Dormant haldeki
bakteriler veya bakteri sporlari gibi inaktif mikroorganizmalar ilaglara karsi direngli

goriinebilirler, ancak bu mikroorganizmalardan iiretilen yeni kokenler duyarli olabilirler.
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Bunun gibi hiicre duvarina sahip olmayan bakteriler de hiicre duvari sentezini bozan

antimikrobiyal ilaglara kars1 dogal direng gosterirler (14).

2.2.2. Genetige Bagh Olmayan Direnc¢

Antimikrobiyal ilacin in vivo ve in vitro ortamda gosrerdigi degisik etkiler direng olarak
degerlendirilir. Laboratuvarda etkili bir mikroorganizma in vivo ortamda oksijen basinci,
enfeksiyon noktasina ulagma siiresi veya pH degisiklikleri gibi nedenlerle etki
gdstermeyebilir. Ornegin 1. kusak sefalosporinler kan-beyin bariyerini gegemedikleri i¢in
etken mikroorganizmada aktivite gdstermelerine ragmen menenjit tedavisinde etki

gostermezler (14).

2.2.3. Kazamilmis Direnc¢

Sonradan kazanilmis direng tipidir. Bu diren¢ tipinde antimikrobiyal madde
mikroorganizmayla ilk temasda etki gosterir ancak zaman siiresi igerisinde veya tekrar
temasinda etki gostermez yani diren¢ kazanir. Mikroorganizmalarda gelisen direng esas
olarak bu tip direnctir. Genetik (kazanilmis) diren¢ kromozom, plazmid ve transpozon
kontrolii altindadir. Mikroorganizmalar, antimikrobiyal bir ilaca kars1 bir veya birden fazla
direng mekanizmast kullanarak direng goOstermektedirler. Mikroorganizmalar bazi
antimikrobiyallere kargi tolerans gosterebilirler. Tolerans, bir antimikrobiyal maddeye in
vitro testlerde minimal baktersidal konsantrasyonun artmasi sonucu MBK/MIK degerinin

32’nin Ustline ¢ikmasini gostermektedir; bu degerin normalde 2-4olmasi1 gerekmektedir
(16).

2.2.3.1. Kromozomal Diren¢

Kromozomda kendiliginden bir mutasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrede boliinme
sirasinda mutasyon sikligt 10-5 ile 10-10 arasindadir ve bu oran bazi antimikrobiyaller i¢in
daha yiiksektir. Bu tip kazanilan direng bir veya ¢ok asamada gergeklesebilir. Ornegin;
Enterobacter sp., Serratia sp., indol pozitif Proteus, P. aeruginosa gibi bakterilerde
sefalosporinlere karsi tek basamakli, mutasyonla birdenbire direng¢ gelisebilir. Mutasyon,

bu mikroorganizmalarda sefalosporinleri yikan B-laktamaz salgilanmasinda artisana yol

7



acar. Cok asamali mutasyonda ise direng derecesi yavas bir sekilde gelisir ve giderek artar.

Penisilin ve tetrasikline direng gelisimi bu sekilde olur (25).

2.2.3.2. Ekstrakromozomal Diren¢

Bu tip direng yabanci bir DNA parc¢asinin baglanmasiyla kazanilir, bu olay ¢esitli yollarla
ilave edilen plazmid, transpozon ve integron araciligiyla gergeklestirilir (14, 26).
Bakteriyofajlar, protein ve DNA igeren viral partikiiller olup antibiyotiklere karsi direng
genlerine sahiptirler. Bu genler, transpozonlara veya daha once enfekte olan bakterilerin

kromozomuna veya kendilerine ait olabilir (27, 28).

2.3. Direnc Biyokimyasi

Direng biyokimyasal olarak 5 farkli mekanizma olarak siralanabilir:

1. Ilag baglanma hedef bolgesinde degisiklik

2 Enzimatik inaktivasyon

3 Hiicre duvariin gegergenliginde azalma

4, Antibiyotigin aktif pompa sistemi (Disa atim pompalari) ile disar1 atilmasi
5 Hedefin fazladan iiretimi (14).

2.3.1. Hedef Modifikasyonu

Bakteri genlerinde antibiyotigin oldugu ortamda kendiliginden olusan mutasyonlar
sonucunda hedef yapisinin degismesi ile ortaya cikan diren¢ mekanizmasidir. Hedef
bolgesinde degisiklik diren¢g genlerin baska bir mikroorganizmadan transdiiksiyon,
konjugasyon veya transformasyon gibi yollarla aktarilmasiyla da olabilir. Hedef
bolgesindeki degisiklikler, peptidoglikan tabakasinda degisim, ribozomlarin yapisinda
degisiklik (protein sentezinden sorumlu) ve DNA sentezinde gorev yapan enzimlerin

yapisinda degisiklikler seklinde 6zetlenebilir (14, 24, 29).



2.3.2. Enzimatik inaktivasyon

Bakterilerin ¢ogu bakterileri pargalayan enzimler sentezlemektedirler. Bu enzimler
antibiyotikleri inaktive ederek diren¢ gelisimine neden olmaktadirlar. Baz1 antibiyotikler

ve inaktivasyon yolaklar1 Cizelge 2.1.’de verilmistir (30).

Cizelge 2.1. Antibiyotiklerin inaktivasyonunda rol alan enzimatik yolaklar

Amid hidrolizi p-Laktam antibiyotikleri
Ester hidrolizi Makrolidler
Aminoglikozitler

Hidroliz

Acgil Kloramfenikol
Streptogramin A

Aminoglikozitler

Fosforil Makrolidler
) Rifamisin
Grup transferi _ —
Tiyol Fosfomisin
o Aminoglikozitler
Niikleotidil i .
Linkozamidler
ADP-ribozil Rifamisin
_ Makrolidller
Glikozil -y
Rifamisin
Tetrasiklin
Redoks Rifamisin

Diger .
Streptogramin A

Liyaz Streptogramin B

2.3.3. Hiicre Zar Gegirgenliginde Azalma

Gram-negatif bakterilerin hiicre zarlarmin dis kisminda lipopolisakkarit, i¢ kisminda ise
fosfolipit bulunur. Antibiyotiklerin igeriye girmesi dis zardaki porinler vasitasiyla veya
difiizyon yoluyla ger¢ceklesmektedir. Bu porinlerin sayis1 ve segiciligi antibiyotik
diftizyonunda 6nemlidir, porinlerin mutasyona ugramasi ve yapilarinin bozulmasi 3-laktam
antibiyotiklere kars1 direng gelisiminden sorumludur. Dis zarda bulunan lipopolisakkaritler
antibiyotige kars1 bariyer gibi gorev yaparlar bu yapilar mutasyona ugradiklar1 zaman

bakteriler antibiyotiklere kars1 duyarlilik gostermektedirler (31).



2.3.4. Disa Atim Pompalari ile ila¢ Atinm

1980’lerde Enterobakter’lerin tetrasikline karsi direncinin incelenmesiyle ortaya ¢ikmistir
(24). Di1s atim pompalar1 (DAP) hiicrede, toksik maddelerin ve antibiyotiklerin disariya
atma gorevini yapmaktadirlar (32). Glikopeptidler disinda ¢ogu antibiyotiklere DAP lar ile

diren¢ kazanmasi s6z konusudur (33).

DAP sisteminde gorev yapan proteinler, yapisal olarak transfer proteinlerine benzerlik
gosterirler ve ATP’ye bagalanarak etki gostermektedirler. Antibiyotikler disari
pompalaninca bakteri hiicre i¢inde konsantrasyonu diiser, ribozom iizerinde antibiyotik
etkisi azalir ve korunur, boylelikle bakteri tiremesi devam eder. Bir substratla karsilastigi
zaman DAP sistemi indiiklenirse pompa proteinlerinin fazladan {iretimi baslar ve sonucta

bir veya birden fazla ajana kars1 direng gozlenebilir (34).

Dap sistemleri; kinolonlar, azalid, makrolidler, kloramfenikol, streptograminler ve [3-
laktamlara direngte etki gostermektedirler ve bakterilerin ¢ogunda bulunur 6rnegin; A.

baumannii, Salmonella typhimurium, S. aureus, Streptococcus agalactiae (24).

Disa atim pompalart yapisal 6zellikleri ve kullandiklar1 enerji kaynagina goére iki grupa

ayrilmaktadirlar (32).

1. Primer tastyicilar: ATP’ye bagimli tasiyicilardir. (ATP-Binding cassette transporters,
ABC).

2. Sekonder tastyiellar: Na* ve H' iyonlarmin hiicre icine almmasi veya hiicreden
atilma islemini elektrokimyasal potansiyel farkini kullanarak yapmaktadirlar.

a. Baslica kolaylastirict siiper ailesi (Major Facilitator) (MFS)

b. Direng-diigiimlenme-bdliinmeailesi (Resistance-Nodulation-Division) (RND)

C. Kiigiik-¢oklu direng ailesi (Small Multidrug Resistance) (SMR)

d. Coklu-ilag ve toksik bilesik atilimailesi (Multidrug and Toxic compounds
Extrusion) (MATE)
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2.3.4.1. Primer Tasiyicilar

Metabolitlerin, ilaglarin ve toksinlerin hiicre disina atilmasinda en ¢ok rastlanan membran
transport sistemleridir. En 6nemli 6rneklerinden biri P-glikoproteindir. Bir taraftan ATP’ye
baglanirken diger taraftan iki ayr1 transmembran bélgeye baglanmaktadir. Bu tip tasiyicilar
ilaca spesifiklerdir ve bazilar1 antibiyotik iireten bakterilerde bulunurlar ve boylelikle kendi

tirettikleri antibiyotikten kendilerini korurlar (Sekil 2.2.)

>
Fg L

hicre dig| alan

SO ES SO0 EE0

Sekil 2.2. Primer tastyicilar

2.3.4.2. Sekonder Tasiyicilar

a. Bashca Kolaylastiricl Siiper Aile (MFS)

Okaryotik hiicrelerde ve tiim bakterilerde bulunur. Tek yonlii, zit yonlii ve ayni yonlii
olarak tasima islemlerini yapmaktadirlar (35). Seker tasinmasinin yani sira metabolitler ve
ilaglarin disar1 atilmasinda gorev yapan proteinlerdir. Gram-pozitif bakterilerde

bulunmaktadirlar.

b. Diren¢-Diigiimlenme- BoliinmeAilesi (RND)

Toksik katyonlarin, amfifilik ve lipofilik molekiillerin transferinde gérev yapmaktadirlar.
Gram-negatif bakterilerde yaygin olarak bulunur ve ¢oklu ila¢ direncini saglarlar. Yapilari

lic boliimden olugmaktadir: i¢ membran pompasi; dis membran kanali; ve bu iki boliimii

birbirine baglayan fiizyon protein (Sekil 2.3.) (36).
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Cytoplasm

Sekil 2.3. Direng-diigiimlenme hiicre boliinmesi ailesinin genel yapisi

c. Kiiciik-Coklu Direng Ailesi (SMR)

Lipofilik katyonik ilaglarin tasinmasma katilirlar (37). En kiiciik disar1 atim pompa

proteinleridir. Hiicre disina atimi1 yapilirken hiicre i¢ine protein alma islemi yapilmaktadir.

d. Coklu-ila¢ ve Toksik Bilesik AtiimAilesi (MATE)

Diger tastyici sistemlerin tersine ¢ogunlukla ilag/Na® zit yonlii olarak gorev yapmaktadirlar

(38).

Disa Atim Pompa Vasitasiyla dirence Kars1 Miicadele Mekanizmalari (39, 40)

Substrat baglayan bolgeye inhibitdriin baglanmasi
D1s membran kanalin bloke edilmesi
Pompa mekanizmasinin inhibisyonu

[lacin disar1 atim pompasini baypas etmesi

o ~ w N oE

Pompanin inhibisyonu.
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Tedavi amacgh veya klinik ¢alismalarinda kullanilan bazi antibiyotikler gosterdikleri etki
mekanizmalarimin yaninda aynt zamanda DAP inhibitér 0Ozelligine sahip olduklar
saptanmistir (Cizelge 2.2.). Ornegin, tigesiklin (Tygacil®) 2005 yilinda piyasaya siiriilen
tetrasiklinden tiiretilmis bir antibiyotiktir. Tetrasikline kars1 olan iki direng
mekanizmasinda (ribozomal koruma ve DAP inhibitorii) etki gostermektedirler. Deri ve
karin i¢i enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (41, 42). Minosiklin ayni sekilde ribozomal
koruma mekanizmasiyla ve DAP inhibitérii olarak bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde 6zellikle akne tedavisinde kullanilan antibiyotiktir (41, 43).
Ketolid yapisinda olan Telitromisin diger etki mekanizmalarinin yani sira DAP 6zelligine
sahip bir antibiyotiktir. Kronik bronsitin akut alevlenmesinde kullanilmaktadir (44,
45).Yapilan arastirmalar sonucu setromisin, klaritromisin ile kiyasladiginda daha fazla
sayida hastada etki gosterdigi, toplum kokenli pndmonive sarbon hastaliklarinin
tedavisinde etkili oldugu saptanmustir (46). Florokinolon grubundan olan Moksifloksasin

bakterisit etkili ve genis spektrumlu antibiyotiktir (47).

Cizelge 2.2. DAP inhibitorii 6zellikleri tespit edilen antibiyotikler

H.C. _CH H.C. _CH
N 3 SN 3

N(CH,), N(CHy),

Moksifloksazin (Avelox) Minosiklin (Minomycin)
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2.4. DNA Topoizomeraz Enzimleri

DNA topoizomeraz enzimleri DNA sentezinden ve kromozomal rekombinasyondan
sorumlu olan bir enzim olarak Okaryotlar, prokaryotlar ve mayalarda bulunmaktadirlar.

Hiicre yasaminda biiyiik bir gorev yaptiklart i¢in kemoterapotikler ve antibiyotikler igin

onemli bir hedef halindedirler (48).

Wang 1971 yilinda E.coli iizerinden ilk olarak DNA topoizomerazi kesfetmistir. DNA
topoizomeraz yaptig1 islemlerden dolayi iki ana gruba ayrilmaktadir: Topo I ve Topo Il
(Sekil 2.4)) (49). Topo I, Wang tarafindan, Topo II, 1976 yilinda Gellert tarafindan
kesfedilmistir (50, 51).

Topoizomeraz 1 enzimi ATP enerjisi kullanmadan DNA zincirinin tek ipligini kirar ve
topolojiyi degistirir. Topoizomeraz II, DNA zincirinin ¢ift ipligini kirip ve kirik bolgeden
diger kesilmis DNA ipligini gegirir ve bu islemi yapmak i¢cin ATP enerjisi kullanmaktadir
(52). Topoizomeraz II enzimi DNA’y1 hem pozitif ve hem negatif siiper sarmalarini

gevsetebilir (53).

Topo Il

Reverse giraz

Topoizomeraz IA
Topoizomeraz |
(Tek iplikgik kiran)
Topoizomeraz 1B

Topoizomeraz I1A

Topo V

DNA

Topoizomeraz

DNA Giraz

Topoizomeraz 11

Topo IV
(Cift iplikgik kiran) P

)
)
)
Okaryotik Topo II ]
)
|
)

IT/ANTA

Topoizomeraz 11B Topo VI

Sekil 2.4. DNA topoizomeraz ¢esitleri

2.4.1. Bakteriyel Topoizomeraz Enzimleri

Bakteriyel DNA topoizomeraz Il enzimi Topo IV ve DNA giraz olarak taninmaktadir.
Topo IV replikasyon sonrasinda siipersarmalarin agilmasinda ve DNA giraz ise siiper

sarmalin diizeltilmesinde, replikasyon esnasinda ve transkripsiyonun baslatilmasindan

sorumludur (Sekil 2.5.) (54).
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Negatif Siipersanim Pozitif Stipersarim

Giraz Giraz
f— D —
— <—
Topo IV Topo IV

TTopo v

Baglh Kromozomlar

Sekil 2.5. Topo IV ve DNA giraz enzimin islem semasi

DNA giraz enzimi pozitif ve negatif DNA siiper sarmalin1 gevsetir ancak negatif siiper
sarmal i¢in ATP enerjisine ihtiya¢ duyar. DNA giraz iki alt birimden olusmaktadir: GyrA
(97 kDa) ve GyrB (97 kDa). GyrB 3 kisimdan olusmaktadir; GHKL proteini (Giraz,
Hsp90, Histidin Kinaz, MutL) ATP ye baglanan kisim, ATP enerjisinin aktariminda gérev
yapan kisitm ve DNA-enzim arasinda olusan bagdan sorumlu olan TOPRIM
(Topoizomerz/PRIMaz) kisimdir (55, 56). GyrA ise dort kisstmdan olusmaktadir; niikleik
asitlerin baglanma proteinlerinin kanatli sarmal kisim (WHD) (57), kule kismi, katlanmig
sarmal olarak uzun kisim ve degistirilebilen C terminal u¢ (CTD) kisimdir. GyrA ve GyrB
dimer seklinde A;B, olarak bulunmaktadirlar. Enzim gorevini yerine getirebilmesi i¢in bu
altbirimler arasinda ii¢ tane gecit mevcuttur bunlardan ikisi GyrB bolgesinde; GHKL
kisminda olan N-kapisi, ikincisi TOPRIM kisminda olan DNA kapis1 ve iigilinciisiit GyrA
bolgesinde katlanmis sarmal kisminda olan C kapisidir (Sekil 2.6.) (54).
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GyrB

GyrA
NTD

Sekil 2.6. DNA giraz yapisi

Glniimiizde DNA girazin DNA ile olan etkilesim mekanizmasinin arastirmalar1 halen
devam ederken, ‘iki kapi mekanizma modeli yapilan bu arastirmalara yapisal ve
biyokimyasal olarak en giiclii destegi vermektedir (Sekil 2.7.) (58). Bu mekanizmada,
DNA’nin ge¢it segmenti enzimin N-ucuyla etkilesip ve enzimin TOPRIM ucuna hareket
ederken enzimin etrafinda yaklasik 130 baz giftlik pozitif sarmal olugmaktadir (59).
Gergeklesen bu siipersarmal sayesinde aynt DNA molekdiliiniin T segmentinin N kapiya
ulagmasini kolaylastirir ve DNA iplikg¢iklerin bir biri igerisinden gecirmesi i¢cin G segment
uygun pozisyon saglamaktadir (60). N kapisi ATP baglandiktan sonra kapanir ve bu
kisimda T segmenti yakalanir. DNA’nin G segmentine DNA-fosfotirozil baglanir ve
enzim dort baz ¢iftini ayirarak keser, boylelikle ¢ift kirik olusur ve DNA ile GyrA arasinda
kovalent bag olusur bunu sonucunda T segmenti acik olan DNA kapisindan ve yarilan G
segmentin i¢inden C kapisima dogru ge¢mektedir. ATP hidrolizi ile T segmenti G
segmentin arasindan gegisi gergeklesmektedir. ATP hidroliz sonucunda ortaya ¢ikan ADP
N kapisini agarak yeni bir dongii i¢in enzimi hazir hale getirmektedir (61). Bir dongiide iki
ATP hidroliz olarak iki negatif siipersarim meydana gelmektedir (62).

16



4. ATP'nin baglanmasi

2. T segmentinin yaklasmas: 3. T segmentinin yakalanmasi ve
N-Kapisinin kapanmasi

6. G segmentinin kirilmasi 7. T segmentinin gegisi 8. DNA kapisinin kapanmasi 9. T segmentinin C-kapisindan
salinmasi

Sekil 2.7. DNA girazin DNA ile etkilesim mekanizmasi

Topoizomeraz IIA enzimler aktivitelerini gdstermek icin iki degerli katyon cesitlerine
ihtiyag duymaktadirlar. Mg"™* bu tip enzimler igin fizyolojik olarak uygun metal iyonlardir
ancak diger iki degerli iyonlar1 da enzim i¢in kofaktor olarak gérev yapmaktadirlar (63).
DNA iizerinde kirma reaksiyonu gosteren DNA giraz enzimin islevini ikili metal- iyon’
mekanizmasi ile katalizlenmektedir. A bolgede bulunan Mg iyonu DNA iplikgiklerin
birbirinin icerisine gegmesini, B bolgesinde bulunan Mg"" iyonu -1 yiiklii fosfat iyonun

sabitlenmesini saglamaktadir (Sekil 2.8.) (64, 65).
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Sekil 2.8. Ikili metal-iyon mekanizmasi

Bakteriyel topoizomeraz II enzimlerin islevleri gesitli topoizomeraz enzim inhibitori
tarafindan engellenebilmektedir. DNA iplik¢iklerin kirilmasi, DNA’nin baglanmasi, DNA
iplik¢iklerin birbirinin igerisinden gecirilmesi ve ATP hidrolizinin engellenmesi gibi etki
gostermektedirler. Bundan dolay1r bakteriyel Topo II enzimleri yeni antibakteriyel

ilaglarinkesfi i¢in biiyiik bir hedef olmaktadir (61, 66).

2.4.2. Bakteriyel Topoizomeraz Enzim II inhibitorleri

Bakteriyel topoizomeraz II inhibitorleri, bakteri suslart ve kimyasal yapilarindaki
farkliliklara gore genellikle her iki enzimi de (DNA giraz ve Topo IV) hedef olarak
alabilmektedir (67).

2.4.2.1. Gyr A Inhibitérleri

- Kinolon ve Florokinolon Tiirevleri
- Izotiyazolokinolon Tiirevleri

- 3-Aminokinazolindion Tiirevleri

- Aminopiperidin Tiirevleri

- Oksabisiklooktan
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2.4.2.1.1. Kinolon ve Florokinolon Tiirevleri

1967 den bu tarafa tedavide kinik olarak aktif sekilde kullanilan kinolonlar 6zellikle
bakteriyel DNA giraz ve Topo IV enzimlerin inhibitérleridir (68). Nalidiksik asit ve
oksolinik asit kinolonlarin birinci kusaklarinda yer almaktadirlar ve zayif antimikrobiyal

etkiye sahiptirler ancak ilerleyen kusaklarin gelisiminde dnemli rol oynamaktadirlar (69).

Florokinolonlar, genellikle kinolon halkasinin 3. konumunda karboksil grubu tasiyan 6-
florokinolin-4-on yapisindadirlar ve halkanin 7 konumunda ve azota bagli olan farkli
siibstitiientler tasimaktadirlar ve bu tiirevler klinikte siklikla kullanilan ama sadece DNA

giraz ve Topo IV enzim inhibitorleri olarak etki gostermektedirler (70).

Nalidiksik asit ve oksolinik asit, dar etki spektrumuna sahip olduklar i¢in sadece basit
{iriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilmaktadirlar. ikinci kusak kinolonlarda yer alan
norfloksazin, ofloksazin ve siprofloksazin bilesikleri ise genis etki spektrumuna sahip
olduklar i¢in {iriner sistem enfeksiyonlar1 disinda sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde de
kullanilmaktadirlar. Ugiincii kusak kinolonlardan olan levofloksazin ve moksifloksazin,
Gram-pozitif bakterilerden 6zellikle S. prneumoniae’ye karsi etkili oldugu ic¢in solunum
yolu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Gemifloksazin ve Trovafloksazin
dordiincti kusak da yer almaktadirlar ve anaerob bakteri olan Bacteroides fragilis iizerinde
etki gostermektedirler. Bu tiirevlerin S. pneumoniae’ye kars1 aktiviteleri tigiincii kusaklara

gore daha fazladir (Cizelge 2.3.) (71).
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Cizelge 2.3. Antibakteriyal etkili kinolon ve florokinolon tiirevi ilaglar ve kullanimlari

Jenerik adi Kimyasal yap1 Anstrl)zilt(:ﬁl;yd Klinik Kullanim
O O
Nalidiksik asit “Y T o
HeC” N7 N
3 “en Gram (-) bakteriler
1223 3 ITNN . .
4 . Uriner sistem enfeksiyonlari
M o o (Pseudomonas harig)
~ | Oksolinik asit CTU Y o
07NN
CHs
o o
E
Norfloksazin wOH
B
HN
CHs Uriner sitem enfeksiyonlari
Q Gram (-) bakteriler,
] " F COOH .
s Ofloksazin ‘ Cinsel yolla bulagan
g N N bazi Gram (+) bakteriler enfeksiyonlar
& HSC/NJ OJ\CH3 (S. Pneumonia harig)
o o Cilt enfeksiyonlari
. . F OH
Siprofloksazin o . |
)L
o
2 F COOH
Levofloksazin ‘
K\N N
§, . C/NJ o CH, Gram (-) bakteriler, Akut ve kronik bronsit
Z o o )
. F Gram (+) bakteriler Toplum kokenli pnémoni
| Moksifloksazin T ©H
N
Uriner sistem enfeksiyonlari
Gemifloksazin _
Cinsel yolla bulasan
Gram (-) bakteriler, enfeksiyonlar
El
g o 0 Gram (+) bakteriler, Cilt enfeksiyonlari
~ Y o
< - . . .
Trovafloksazin /ﬁ N" N i Anaerob bakteriler Akut ve kronik brongit
H,N
z ©/ Toplum kokenli ve nozokomiyal
E pnomoni

Florokinolonlar etkilerini DNA replikasyonunu inhibe ederek bunun yani sira eksik protein

sentezi, DNA hasari, oksidatif hasarin indiiklenmesi gibi islemlerle gosterir (72). GyrA

enziminin aktif bolgesinde bulunan tirozin ile kovalent bag yapmak suretiyle yarilmis

DNA stabilize hale gelir. Boylelikle GyrA-DNA kompleksine baglanmis florokinolon

yapisindaki bilesikler, DNA iplikciklerinin ayrilmasinda, RNA polimerazin ve DNA

20




helikazin 6niine engel olusturarak hiicre 6liimiine gotiirecek bir seri olayi tetiklemektedirler
(68). Kristalografi yontemleri ile, florokinolonlarmn DNA ve bakteriyel Topo II
enzimleriyle etkilesimleri aydinlatilmistir (59, 73, 74). 2010 yilinda A. baumannii bakterisi
tizerinden DNA ve Topo IV enzimi ile kompleks olusturan moksifloksazinin etkilesimleri

ortaya konmustur (75).

Florokinolon tiirevi bilesikler antibakteriyel aktivitelerini zaman igerisinde gelisen
direncten dolay1 kaybetmektedirler. Bu bilesiklere karst olusan direng; hedefte olusan
degisikliklerden dolayi, membran gegirgenliginde olan degisimden, dis atim pompa
sayilarinin artmasindan veya plazmid araciligiyla bakteriler arasinda yapilan aktarimdan

olusmaktadir (76).

Son 50 yildir florokinolonlar en ¢ok kullanilan ve genis spektrumulu bir antibiyotik
grubudur. Bundan dolay1 farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri daha iyi olabilecek

yeni tiirevlerin gelistirilme ¢alismalar1 devam etmektedir (Cizelge 2.4.) (77).

Cizelge 2.4. Son yillarda gelistirilen florokinolon yapisi tagiyan bilesikler

Jenerik ad1 Bilesikler Klinik Kullanimi Kaynaklar
(6] (0]
o F oH .
Besifloksazin ‘ Oftalmik ilag olarak
N N (78)
al A kullanilmaktadir
NH,
O O
) ) F Akut dis kulak iltihab1
Finafloksazin \ OH -
0 tedavisinde (79)
L
N CN A kullanilmaktadir
H
O O

tedavisinde kullanilmaktadir

‘ oHt Toplum koékenli pndmoni
Nemonoksazin H2N Nw P P (80)
> A
CH,

o O

Delafloksazin
//:/N N Faz 4 asamasinda (81)
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O O
Zabofloksazin HN%N SN Faz 3 asamasinda (82)
’ A
ch/o N

HoN F
2 [ OH | AkutCiltiltihabs tedavisinde
INJ-Q2 S (83)
F N N kullanilmaktadir

2.4.2.2.  GyrB Inhibitérleri

Bu grup inhibitorler ATP’nin, enzimin GyrB altbirimine baglanmasin1 engellemektedirler.
Streptomyces tiirleri tarafindan {iretilen novobiosin, aminokumarin ve klorobiosin ilk
enzim inhibitorleridir. Klorobiosin ve novobiosin bilesiklerinin GyrB alt birimi ile
kompleksinin kristal yapisinda, bu bilesiklerin ATP bolgesine baglandiklari ve bdylece
ATP’nin baglanmasini engelledikleri ortaya konmustur (Sekil 2.9.) (84, 85).

OH
OH =

@ (b)

Sekil 2.9. (a) Novobiosin, (b) Klorobiosin

2.5. Antibakteriyel Etli Gosteren Benzoksazin Tiirevleri

Benzoksazin halka sisteminin 6nemi ilk olarak DIBOA ve DIMBOA bilesiklerin insektisit
etkilerinin kesfi ile baslamistir (86-88). Hayakawa ve ark.’nin 1,4-benzoksazin halkasi
tasiyan ofloksazin tiirevini ortaya c¢ikarmasiyla bu halka sistemini tasiyan bilesiklerin

antibakteriyel etkilerinin yiiksek olabilecegi ortaya konmustur (89).

Daha sonraki yillarda 1,4-benzoksazin ve tiirevlerini igeren bilesikler sentezlenmis ve

antimikrobiyal etkileri incelenmistir (Cizelge 2.5.). 1,4-benzoksazin halkanin 2.konumunda
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furan siibstitiisyonu getirilerek Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi yiiksek
antibakteriyel etkili bilesikler elde edimistir (90). 1988 yilinda Hogale ve Nikam, 1,4-
benzoksazin halkasinin 6. ve 8. konumunda klor ve brom gibi halojen tasiyan hidrazino
bilesiklerinde antibakteriyel etki saptamuslardir (91). Yapilan diger calismalarda 1,4-
benzoksazin halkasinin N konumunda hidrazino veya hidroksil tasiyan tlirevlerin
antibakteriyel aktivite acisindan olumlu sonuglar verdigi gosterilmistir (92, 93). Ozden ve
ark., 2000 yilinda 1,4-benzoksazin yapisinin 2. konumuna alkil zincirleri eklemis ve

antibakteriyel etkinligin azaldigini bildirmislerdir (94).

Cizelge 2.5. Antibakteriyel etkileri incelenmis 1,4-benzoksazin halkasi tasiyan tiirevler

Siibstitiientler
R R; R,

Bilesikler Kaynaklar

o PN o o)
] @[ngph “H, -NO,, CI : : (90)
b

R4
O - - -
Q L H,-Br-Cl | B, -cl, -CH, 1 (1)
R N (e}

I
CH,CONHNH,

O, H o
Soet .. : : )
s N Yo CoHs, -CH,CeHs
R

Ry
R, O.
1 -Br, CI -H, -CH, -Br, CI (96)
R N o

|
CONHNH,

R o
_Br, -Cl
Ij 1 n-C - H, -CH, Br, -Cl (96)
R N N

SN

(o)
R1\©[O R
1 - H, -CHs, -OCH,
o H,-OH, -0CH, | ~"1 M (93)
OH

O_R -H, -CHa, -C,Hs

R -H, 8-Cl, 6- T ’

ﬁ@[NIO n-CgHs, n-C4Ho, - 97)
OH

OCHj; n-CHy,

2003 yilinda, 1,4-benzoksazin halkasinin 2. konumunda etil asetat yapis1 tasiyan tiirevleri
sentezlenerek B. subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa bakterilerine

kars1 antibakteriyel etkilerini incelenmistir (Cizelge 2.6.) (98).
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Cizelge 2.6. 2. konumda etil asetat tasiyan 1,4-benzoksazin tiirevleri ve MIK degerleri

Bilesikler MIK (ng/mL)
R R, R, Sa B.s E.c K.p. P.a
-OH -H -H 50 50 25 25 25
-CH,COOC,Hs | -H -H 25 50 50 50 50
-CH,COOC,Hs | -CI -H 50 50 25 25 25

-CH,COOC,Hs | -CH; -H 50 50 25 25 25

-CH,COOC,Hs | -H | -NO, | 25 25 25 25 | 50

-CH,COOC;H;5 -H -CH;3 50 50 50 50 50

Py Py

e

/2 O:

O Py
o|~|o|o|alw| -

1 N -CH,COOC,Hs | -CI | -NO, 50 25 25 25 50
H -CH,COOH -H -H 25 50 50 25 25

Ampisilin 156 | 1,56 | 12,5 25 | >200

Amoksisilin 1,56 156 | 3,12 12,5 | >200

Streptomisin 3,12 50 156 | 1,56 100
Tetrasiklin 156 | 1,56 | 3,12 | 3,12 50

Alper-Hayta ve ark ise etil 3,4-dihidro-3-0kso-4,6,7-trisiibstitiie-2H-1,4-benzoksazin-2-
asetat tiirevlerini sentezlemisler ve St. faecalis, B. subtilis, S. aureus, E. coli ve P.

aeruginosa bakterilerine kars1 aktivitelerini incelenmislerdir (Cizelge 2.7.) (99).

Cizelge 2.7. Etil 3,4-dihidro-3-0kso-4/6/7-tristibstitiie-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat

RZD:OICHZCOOC2H5
R{ '\Il (@)
R

tiirevleri ve MiK degerleri

Bilesikler MiK (ug/mL )
R R, R, S.a S.f B.s E.c P.a
1 -H -H -H 50 50 25 50 12,5
2 -H -CH3 -H 50 50 25 25 25
3 -H -Cl -H 50 50 25 50 50
4 -H -COOC;Hs -H 50 50 25 50 25
5 -H -H -NO;, 25 25 12,5 25 50
6 -H -H -NH, 25 50 25 50 25
7 -H -Cl -NO;, 25 25 12,5 25 25
8 -CH3 -H -H 50 50 25 50 25
9 -CH3 -CH,3 -H 50 50 25 25 25
10 -CH,3 -Cl -H 50 50 50 50 25
11 -CH3 -COOC;Hs -H 50 50 25 50 25
12 -CH,3 -Cl -NO, 50 50 50 25 25
13 -CH, -H -NO;, 50 50 50 50 25
14 -CoHs -H -H 25 - 25 100 -
15 -CoHs -Cl -H 25 - 50 50 -
16 -CyHs -H -NO;, 50 - 50 50 -
17 -CoHs -Cl -NO, 25 - 100 100 -
Siprofloksazin 3,125 - 1,56 | 3,125 | 0,78
Gentamisin 3,125 | 125 1,56 12,5 12,5
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2006 yilinda, 3. konumunda 4-bromofenil-2-oksoetiliden ve 6. konumunda etilsiilfonil
grubu iceren 1,4-benzoksazin bilesiginin S. aureus, E. Coli bakterilerine karsi oldukea iyi
antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.10.) (100).
X
N
H
o

O

/\II

n

@]

Br

Sekil 2.10. 3-(2-(4-bromofenil)-2-oksoetiliden-6-(etilsiilfonil)-3,4-dihidro-2H-1,4-

benoksazin-2-on bilesigi

2010 yilinda ise 3.konumunda metil asetat ve 2-klorofenil-2-oksoetiliden siibstitiisyonu
tasiyan 1,4-benzoksazin tiirevleri sentezlenmis ve M. tuberculosis bakterisine karsi etkileri
incelenmistir. 1,4-Benzoksazin halkasindaki benzen iizerinde flor tagiyan tiirevlerde daha

yiiksek antibakteriyel aktivite saptanmustir (Cizelge 2.8.) (101).

Cizelge 2.8. 3. konumunda metil asetat ve 2-klorofenil-2-oksoetiliden tasiyan 1,4-

benzoksazin tiirevleri ve MIK degerleri

R; 0.__0 R2;©:O o}
RZ:Q:N/V%\ Ri [}j X Cl
Ry H o7 O/ H o
la-k 2a-g
Bilesikler M. tuberculosis Bilesikler M. tuberculosis
R R, R, MiK (ug/mL) R, R, MiK (ng/mL)
la -H -H -H 0,64 2a | -H -H 3,13
1b -CH; -H -H 25 2b | -CH; | -H 100
1c -H -CH,4 -H >100 2c -F -H 3,13
1d -H -F -H 0,63 2d | -Cl -H 12,5
le -H -Cl -H 5 2 | -H -CH; >100
1f -H -NO, -H 50 2f | -H -F 1,56
1g -H -EtSO, -H >100 29 | -H -Cl 3,13
1h -H -H -CH; 100
1i -H -H -F 0,63
1j -H -H -Cl 0,63
1k -H H -NO, >100
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2011 yilinda, 1,4-benzoksazin halkasinin biyoizosteri olan pirido[3,2-b][1,4]oksazin
halkasi tagiyan 4-amino piperidin tiirevlerinin S. pyogenes, M. catarrhalis, H. influenza, S.
aureus, S. pneumonia, P. aeruginosa ve E. coli, K. Pneumoniae bakterilerine karsi
antibakteriyel etkileri incelenmistir (Cizelge 2.9.) (102). Bu c¢alismada, test edilen
bilesiklerin E.coli’ye karsi aktivitesini bakteriyel Topo Ila enzimini inhibe ederek

gosterdigi bildirilmistir.

Cizelge 2.9. Pirido[3-2,b][1,4]oksazin halkasi tagiyan olan 4-amino piperidin tiirevleri ve
MIK degerleri

|
o
O

MIK (ng/mL) ICs
(nM)
Bilesik X S.a Sp S.py H.i M.c P.a E.c K.p Topo
lla
1 -OH 1177 | 88 11 03 0,1 17,7 44 | >17.7 | 36
2 Br 0,1 0,3 - 01 | <0015 | 7.7 0,5 3.9 18
3 Hsc/of 1 8,1 2 05 0,1 >16,1 4 16,1 78
4 CN 0,3 0,8 0,3 0.1 0 38 05 43 36
5 I 0,3 0,5 0,5 0.1 0.1 4,2 05 - 23
6 @7/% 0,5 0,5 2 0,3 0,06 15,9 2,0 15,9 18

2015 yilinda yapilan bir calismada bir seri 1,4-benzoksazin halkasi tasiyan tiirevler
sentezlenmis ve E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi aktiviteleri saptanmistir. Bu
bilesikler icerisinde triflorometil ve nitro grubu tasiyan tiirevlerin daha i1yi antibakteriyel

etki gosterdigi bildirilmistir (Cizelge 2.10.) (103).
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Cizelge 2.10. E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi incelenenl,4-

benzoksazin tlirevleri ve biyolojik aktivite sonuglari

R3
Rs R3 R3 R o
Rz: i :O o _— RZJCEOJ/O\/\ RZJCEOJ/SO 2)@[ j/\o)
Ri Nj/ Ry N R N Rq N
laf H 2af H 3af H daf H
Bilesikler Zon Inhibisyonu (mm)
R, R, R3 E.c. Sa
la -CN -H -H 17 14
1b -CN -H -OCH; 15 10
1c -COOCH; -H -H 15 >8
1d -CF; -H -H 21 19
le -NO, -H -H 20 21
1f -H -NO, -H 22 18
2a -CN -H -H 14 14
2b -CN -H -OCH3; 13 16
2c -COOCH; -H -H 10 -

2d -CF; -H -H 18 19
2e -NO, -H -H 20 15
2f -H -NO, -H 19 14
3a -CN -H -H 19 23
3b -CN -H -OCHs; 13 15
3c -COOCH; -H -H 10 12
3d -CF3 -H -H 20 20
3e -NO, -H -H 24 16
3f -H -NO, -H 23 19
4a -NO, -H -H 19 19
4b -H -NO, -H 15 17
Ofloksazin 21 18
Tetrasiklin 18 23

Konda ve ark., 6. konumunda siibstitiie siilfonamdi grubu tasiyan bir seri 1,4-benzoksazin
tiirevini sentezlemis ve B. megaterium, X. campestris, P. aeruginosa ve E. coli karsi
etkilerini incelemislerdir (Cizelge 2.11.) (104). Bu ¢alismada, denenen molekiillerden
bazilarimin standard olarak kullanilan rifampisin bilesigi ile benzer sonuglar verdigi

gozlenmistir.
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Cizelge 2.11. 6. konumunda stibstitiie siilfonamid yapis1 tagiyan 1,4-benzoksazin tiirevleri

ve MIK degerleri

(@)
RN % @@[ l
(@) Kfo

R
Bilesikler MIK (ug/mL)
R, R» B. megaterium X. campestris P. aeruginosa E. coli
2c | re )t | meX ) 125 125 31,25 62,5
2d | re ) | o< ) 31,25 125 31,25 62,5
2 | re ) | meo< ) 62,5 250 125 250
29 | rel ) - 31,25 125 31,25 125
OCHj
2h C% 62,5 125 250 500
OCH;
2i C% ) 62,5 62,5 125 125
OCH;
2 C% o) 125 125 62,5 62,5
OCHj
2k C% on—~_ ) 62,5 125 250 250
OCH,
21 C% Hioo—_)— 31,25 62,5 31,25 62,5
Rifampisin 64 32 32 64

2.6. 1,4-Benzoksazin Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemleri

[lk olarak 1960’11 yillarda cavdar bitkisinden enzimatik pargalanma ile benzoksazin yapisi
aglikon seklinde izole edilmis daha sonra rediiksiyon sonucunda 1,4-benzoksazin-3(4H)-on

yapisina ulagilmigtir (Sekil 2.11.) (105).

O O_C6H1105 (e} OH (@) OH
©: j/ enz. ©: j/ Zn / HCI ©: j/

N ’ \ ”

OH OH

N
H

Glikozit Aglikon

Sekil 2.11. 1,4-benzoksazin-3(4H)-on bilesigin enzimatik olarak sentezi

Bir¢ok calismada arastirmacilar 2-aminofenol tiirevlerinin a-siibstitiie a¢il halojentirler ile
reaksiyonu sonucunda 2-siibstitiie-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on bilesiklerini  elde
etmiglerdir (Sekil 2.12.) (106-108).
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Ry i) NaHCO3 CHCl3
Ry OH Ry o ii) K,CO3 DMF ;@i im
+ X -
J Bl o
R3 NH, Rs
Rl: H, Br, COOCzH5
R,: H, NO,
R3: H, CI, NOZ, CN
R4: H, CH3
Rs: CHg Ph
X: Cl, Br

Sekil 2.12. 2-siibstitlie-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on bilesiklerin sentez yontemi

2000 yilinda, 2-nitrofenol tiirevlerinin potasyum fenolatlarinietil a-bromoalkanoatlarla
reaksiyonu sonrast Zn/NH4Cl varhigindaki reaksiyonu sonucunda 4-hidroksi-2H-1,4-
benzoksazin-3(4H)-on tiirevi bilesikler elde edilmistir (Sekil 2.13.) (94).

O

R
Br)YOCzHS

4?’OC2H5
OK (o) 0] R
Zn / NH4CI
'S QLR M (AR TEIRS 6 ¢
NO, N" o
OH

NO,

Sekil 2.13. 4-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on tiirevlerin sentezi

Birgok c¢alismada, 2-nitrofenol tlirevlerini ilk olarak rediiksiyon reaksiyonuyla 2-
aminofenol tlirevlerine donistiiriip daha sonra kloroasetil kloriir ile reaksiyonu sonunda 2-

H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on tiirevleri elde edilmistir (Sekil 2.14.) (109-111).

R, R, 0 R1
R, OH R, OH CI\)J\ R2 o
H2, Pd/C Cl
- Rs N" o

R3 NO, Rs NH,

Ry H, Br, F
R,: H, F, OCHj
Rg: H, NOZ’ COOCH3

Sekil 2.14. Siibstitiie-2-H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on tiirevlerinin reaksiyon semasi
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Mayer ve ark., 2-aminofenol tiirevlerini 2,3-dibromopropionatin potasyum karbonat ile
muamelesi sonucunda 2. ve 3. konumunda etil ester yapist tasiyan 3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoksazin tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 2.15.) (112).

COOC,Hs

(0]
OH Br K>CO3, aseton O -COOC;Hs o
R‘] + OCZHS A R1 j/ + R1 ]\
NH; Br H

N
H
Ry: 5-CH3, 6-CH3 7-CHj 8-CHs 6-OCHj 8-OCH; 6-8-(CHjg), 7-Cl

Sekil 2.15. 3,4-Dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevlerinin eldesi

Lee ve ark., kati-faz kombinatoryal metodunu kullanarak 1,4-benzoksazin-3-on
tiirevlerinin sentezlemislerdir. Bu yontemde 4-hidroksi-3-nitrobenzoik asiti rink amin
reginesiniyle birlestirip (N,N diizopropilkarbodiimid/N-hidroksibenzotriazol sistemi
kullanmiglar) ve birlesme sonunda 2-alkil/aril-2-bromoalkanoat ile reaksiyona
sokmuslardir. Reaksiyon sonunda elde edilen {irlinii sodyum asetat, kalay kloriir ve DMF
ortaminda siklizasyon reaksiyonu yapilmis ve 1,4-benzoksazin-3-on tiirevler elde
edilmistir. Ayrica alkil halojenleri kullanarak 4. konumunda azot atomunu siibstitiie
ettikten sonra trifloroasetik asit kullanarak regeneyi elede edilen bilesiklerden

uzaklastirmiglar (Sekil 2.16.) (113).

Ry
OH OH Brﬁ/Rz
’_NH2 + HOB, DIC, DMF '“ COOCH3
HO N02 N02

0 (6]
(CoHs)3N,
DMF
R1
SN i S e e pr O~y Re
H iRz ii) anhidrit toluen, H COOCH;
'_ N o . NO
H o)

O

R1
i) R3X, NaH, DMF O
if) %20 TFA R2
HyN
l}l (e}
0 Rs

Rj: CHz CyHs Ph
Rz: H, CH3
R3: BenZiI, T']-C4HgY CH(COOCsz)CzHS’ CH3, COCH3

Sekil 2.16. Kati-faz kombinatoryal yontemiyle 1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerinin sentezi
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2003 yilinda Rybczynski ve ark., 2-metoksianilin ve 4-bromo-1,2-diklorobenzen DMF
icinde potasyum karbonat ile reaksiyonu sonucunda difenilamin tiirevi bilesigini elde
etmiglerdir. Daha sonra bu bilesigin bor tribromiir ile reaksiyonu sonucunda 4-(3,4-
diklorofenil)-2-(2-hidroksietil)-2H-1,4-benzoksazin-3-on bilesigini sentezlemislerdir (Sekil
2.17.) (114).

. . N

_—

L O o
OCH,4 i) BBr3, ksilen, CH,Cl, ©: j/v
©: K,CO3, DMF NH ii) NaH, DMF

NH, cl

Cl
Cl al
Cl
Cl

Sekil 2.17. 4-(3,4-diklorofenil)-2-(2-hidroksietil)-2H-1,4-benzoksazin-3-on bilesiginin

reaksiyon semasi

Ayni aragtirmacilar 2004 yilinda, 2-aminofenol bilesigi ile a-bromo-x-butirolaktan lakton
halkasini DMF i¢inde potasyum karbonat ile reaksiyona sokmuslar ve daha sonra elde
edilen bilesikteki nitro grubunun katalitik hidrojenasyonu ile birlikte gerceklesen
siklizasyonu sonucunda rasemik 2-(2-hidroksietil)-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on bilesigini
sentezlemislerdir (Sekil 2.18.) (115).

H,, Pd/C

o
o o
OH o OH
L Br K2CO3, DMF O%; C,H5OH
o
N02 N02 o

N
H

Sekil 2.18. 2-(2-hidroksietil)-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on bilesiginin sentezi

Yal¢in ve ark., 2003 yilinda uygun 2-aminofenolden hareketle dikloroasetil kloriir ile 2-
hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on tiirevlerini, monoetilfumaril kloriir kullanarak etil
2-(3-0kso-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin-2-il) asetat tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil
2.19.) (98).
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H
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Sekil 2.19. 2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on ve etil 2-(3-okso-3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoksazin-2-il) asetat tiirevlerinin sentezi

Alper-Hayta ve ark., 2006 yilinda etil 2-(3-0kso-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin-2-il)
asetat tlirevlerini yeniden sentezlemisler ve alkil iyodiir kullanarak azot atomunu alkil

gruplari ile siibstitlie etmislerdir (Sekil 2.20.) (99).

Rl O CHZCOOCZHS K2CO3 Rl (@) CH2COOC2H5
R IS S
R, N" o N~ o

Ro \
R

R: H, CH3’ C2H5

R1: H, Cl, CHz COOCH5

RZ: H, NHZ, N02

Sekil 2.20. Etil 2-(3-okso-4-alkil-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin-2-il) asetat tiirevlerinin

sentezi

Zhao ve ark., uygun 2-nitrofenol tiirevlerini asetik asitli ortamda brom ile muamele ettikten
sonra nitro grubunu indirgemislerdir. Daha sonra kloroasetil kloriir kullanilarak siklizasyon
reaksiyonu gergeklestirilerek oksazin halkasi elde edilmistir. Boran kullanilarak karbonil
grubu rediiklenmis ve 8-bromo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevleri sentezlenmistir.
Daha sonra fenilsiilfonil kloriir kullanilarak azot atomuna stilfonil yapis1 getirilmis ve son
basamakta 8. konumuna piperazin eklenerek 4-(fenilsiilfonil)-8-(piperazin-1-il)-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevlerielde edilmistir (Sekil 2.21.) (116).
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Sekil 2.21. 4-(fenilsiilfonil)-8-(piperazin-1-il)-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin bilesiklerin

sentezi

Wu ve Hu, siibstitiie aromatik aminleri maleik anhidrit ile reaksiyona sokarak N-
fenildikloromaleimidleri sentezlemislerdir. Bir sonraki reaksiyonda siibstitiie 2-aminofenol
kullanarak 1,4-benzoksazin-2,3-dikarboksimid tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 2.22.)
(117).

0 i) aseton 0O
i) N(C,Hg)3, (CH3CO),0, NiSO,4 Cl
| O+ R;~NH, i) SOClIy, pridin _ | N-R,
Cl
O O
0 O
Cl OH C,HsOH o
| N-R, * /@ | N-Ry
R N
Cl Rz NH 2 H o
O

R;: H, p-F-Ph, p-CI-Ph, p-CH3-Ph, m-CH3-Ph, p-NO,-Ph, m-NO,-Ph, 3,4-(CH3)sPh, benzil, naftil
Rz: H, Cl, t'C4H9

Sekil 2.22. 1,4-benzoksazin-2,3-dikarboksimid tiirevlerinin sentezi

Bodipati ve Peddinti 2012 yilinda, uygun 2-aminofenolleri diasetoksiyodobenzen (DAIB)
ile reaksiyona sokarak o-kinon monoimin tiirevlerini sentezlemislerdir. Daha sonra Diels-
Alder reaksiyonu ile cesitli vinil eterler ve fenil vinil siilfat ile muamele ederek 1,4-
benzoksazin tiirevlerini elde etmislerdir (Sekil 2.23.) (118).
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Sekil 2.23. Diels-Alder reaksiyonuyla gesitli 1,4-benzoksazin tiirevlerinin sentezi
2015 yilinda, siibstitiie 2-aminofenoliin dikloroasetil kloriir ile reaksiyonu sonucunda 1,4-
benzoksazin-3-on tiirevleri sentezlenmistir. Bu tirevler klorosiilfiirik asitle muamele
edilerek 6. konuma siilfonil kloriir ilave edilmis daha sonra bu grubun uygun aminlerle

amidifikasyonu saglanmistir (Sekil 2.24.) (104).

R, OH  CICH,COCI R1 o o R1 o
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Rl: H, CH3
X: 4-CF3CgHs 2-OCHCgHs 2-FCeHs CgHs, 4-FCgHs CHsCHo S

Sekil 2.24. 6. Konumunda siilfonamid grubu tasiyan 1,4-benzoksazin-3-on bilesiklerinin

eldesi
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2.7.  Molekiiler Modelleme Calismalar:

Ilag etken maddesi olabilecek yeni kimyasal bilesiklerin rasyonel tasarlanmasi farmasétik
ve medisinal kimyacilarin en 6nemli hedeflerindedir. Bundan dolay1 bilgisayar destekli ilag
tasarimi giin gittikce dnem kazanmaktadir. Molekiiler modelleme g¢alismalarinin hedefi,
bilesiklerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri arasindaki iliskiyi acgiklamak, iic boyutlu ve
kimyasal yapilarin anlamaktir. iliskilerin ve yapilarin aydinlanmasi birgok bilim alaninda

hayat1 6nem tagimaktadir (119).

Son yillarda bilgisayar teknolojisi ve yazilimlardaki ilerlemeler molekiiler modelleme
caligmalarini daha uygun ve kolay bir duruma getirmektedir. Molekiiler modelleme
caligmalar1 hedef yapisina dayali ve ligand yapisina dayali olarak ikiye ayrilmaktadir
(Sekil 2.25.). Ligand yapisina dayali tasarimlarda aktif olan bilesikten yola ¢ikilarak
reseptor (hedef) yapisininin yorumlanmasi yapilir. Hedef yapisina dayali tasarimda ise
bilinen hedef yapisindan hareketle etki gosterebilecek yeni bilesiklerin tasarimi

gergeklestirilebilmektedir (120).

Hedef yapisina dayali tasarimlarda tasarlanan bilesiklerin reseptordeki kaviteye uyumu ve
amino asitler ile etkilesimleri 6nem tasimaktadir. Ligand-reseptor etkilesmesi bilgisayar
ortaminda 3D olarak ele alinir ve bu yiizden reseptor tabanli ilag¢ tasarimi olarak bilinen

doking de bu kisimda yer almaktadir (121).
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Rasyonel ilag Etken Madde Tasariminda Molekiiler Modelleme

Reseptor Yapisina Dayali Tasarim ﬁ Ligand Yapisina Dayali Tasarim (Ligand
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g

Based Design)
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CoMSIA
[

LEAD GENERATION &
OPTIMIZATION

Sekil 2.25. Rasyonel ilag tasarim yontemleri

Son yillarda arastirmacilar yeni ilag etken maddesine ulasabilmek igin, bilesiklerin
molekiiler yapilar1 ve biyolojik etkileri arasindaki iliskileri tanimlama islemlerine
yogunlagsmislardir. Yeni teknikler, yeni ila¢ etken madde olarak kimyasal bilesiklerin

gelistirilmesinde, etki mekanizmalarin tanimlanmasinda biiyiik rol oynamaktadirlar (121).

2.7.1. Reseptor Tabanh ila¢ Tasarim

2.7.1.1. Molekiiler Doking Yontemi

Medisinal kimya alaninda bilgisayar kullanimi giin gittikge artmakta ve standart hale
gelmektedir. Yapisal tabanli ilag etken madde tasariminda protein-ligand etkilesiminin

onemi tartismasizdir (122-124).

Doking, ila¢ adaylarinin proteine afinitesi, baglanmasi ve bu nedenden dolayr biyolojik
aktivitesini Onceden tahmin edilmesi i¢in kullanilmaktadir ve dolayisiyla ilag etken

tasariminda 6nemli bir rol oynamaktadir (125, 126).

Doking caligmalarinda reseptor olarak ifade edilen yapi protein yapisindadir. Hedef
yapisinin aydinlatilmasinda X-ray kristallografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR)

yontemler kullanilmaktadir. Ancak, NMR metodu ¢ok karisik kompleks ¢éziimlemelere
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ithtiya¢ duydugu icin X 1sinlar kristallografisi tercih edilmektedir. Bu yontemde bazen her
proteinin kristal halde elde edilmesinin miimkiin olmamasi bir dezavantaj olarak karsimiza

¢ikmaktadir.

Rasyonel ilag tasariminda ilag veya ila¢ aday1 bilesikler ile enzim, hedef protein ve niikleik
asitlerin birbirlerine olan afiniteleri molekiiler doking teknikleri ile arastirilabilmektedir
(127, 128). Doking calismalarinda reseptdr baglanma enerjisi ve ligandin baglanma
bolgesindeki pozisyonu belirlenebilmektedir. Boylelikle baglanma tipinin anlagilmasi daha

uyumlu yeni ligandlarin tasarlanmasi i¢in faydali olabilmektedir (129).

Doking, ligand ve reseptor arasindaki iligkisi kilit-anahtar iligkisine benzer bir uyum
durumudur. Ligandlar harekelilerdir ve bu nedenden dolay1 ¢oziicii icerisinde farkli
konformasyonlar gosterebilmektedirler. En ¢ok kullanilan doking yonteminde, reseptoriin
aktif bolgesi sabit tutulmakta ve ligandlarin farkli konformasyonlar1 arasinda doking

islemleri denenmektedir.

Molekiillerin afinite gosterdikleri bolge yerlesmesi “doking” olarak isimlendirirken
aralarindaki iliskinin tahmin edilmesi “skoring” olarak adlandirilir. Bu iki islem arasindaki
ayrim doking programlari ile ilgili iki 6nemli konuyu aydinlatmaktadir:Ligandlarin dogru
sekilde aktif bolgeye baglanmasi (pose prediction) ve bu molekiillerin afinitelerinin dogru
tahminidir (130, 131).

CDOCKER, molekiiler dinamik tabanli bir algoritmadir ki doking calismalarinda en ¢ok

kullanilan yontemdir. Bu yontemde liganlar hareketliyken protein sabit tutulmaktadir.

Gii¢ alan1 kuantum mekanik hesaplamalar ve deneysel olarak belirlenmektedir. Gii¢ alan1
bir molekiiliin potansiyel enerjisini ifade etmektedir. CDOCKER ydmteminde gii¢ alanm
olarak CHARMm (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics) kullanilmaktadir
(132). CHARMm, organik molekiiler, kofaktorler, niikleik asit ve proteinlerin optimize

islemlerini yapmaktadir ve atomlarin eksik parametrelerin tahmininde kullanilir (133).

Wu ve ark., 2003 yilinda CDOCKER yonteminin basar1 yiizdesini 41 adet ligand
kullanarak belirlemistir. Bu doking c¢alismasina gore %66-76 oraninda basar1 elde

edilmistir (134).
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2.7.2. Tahmini Farmakokinetik Ozelliklerin Hesaplanmasi

Ilag, insanlarda hastaliklardan korunma, tani, tedavi veya bir fonksiyonun diizeltilmesi ya
da insan yararma degistirilmesi i¢in kullanilan bir veya birden fazla yardimc1 madde ile

formiile edilmis etken madde ve maddeleri igeren bitmis dozaj seklidir.

Diinya saghk orgiitii (WHO) ilact ‘‘Fizyolojik sistemlerin veya patolojik durumlarin,
alicinin yarar1 i¢in modifiye edilmesi veya incelenmesi amaciyla kullanilan, farmasotik
{iriin icindeki herhangi bir madde”’olarak belirtmektedir. lag yerine ‘ila¢ etken maddesi’,

‘aktif bilesen’ veya ‘farmakon’ siklikla kullanilan terimlerdir (135).

laglarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ilag kesfi sonrasindaki formiilasyon gelistirme
caligmalar1 esnasinda yapilan detayli stabilite, farmakokinetik, metabolizma ve toksisite
calismalarinin 6nemli bir parcasi olmakla birlikte, bu 6zelliklerin 6nceden belirlenmesi

giinimiizde ilag kesfi i¢in zorunlu hale gelmistir (136).

Medisinal Kimya ise gilincel tanimiyla, ila¢ endiistrisinde kullanilabilecek etkin ve
yardimc1 maddeleri aragtiran ve bu arastirmay1 takiben sentezinin gerektirdigi ¢aligmalari
yiirliten ana bilim dahdir. Arastirmacilar, bu baglamda bilgi birikiminin rasyonel sekilde
kullanildig1 c¢alismalara ihtiya¢ duymaktadirlar. Nitekim, molekiil sentezinde ilacin

farmakokinetigi biiyiik rol oynamaktadir (137).

llag benzeri o6zellikler molekiillerin dzgiil (intrinsik) o6zellikleridir. Bu sebeple bu
ozelliklerin optimizasyonu, sadece farmakolojik Ozellikleri belirlemesi ile smirl
olmadigindan ayni zamanda medisinal kimyacilarin da sorumlulugunda olan ve ilacin

gelistirilmesi asamasinda g6z Oniine alinmasi gereken bir faktordiir.

2.7.2.1. Tlaclarin Absorbsiyonu

Absorbsiyon, bir ilacin uygulandigi yerden merkezi kompartmana hareketi ve bunun

olusma derecesidir (138).

Oral alinan ilaglarda absorbsiyon gastrointestinal mukozadan, lokal uygulanan ilaglarda ise
viicudun iginde veya disinda belli bir bdlgeden olusur. Ilag, daha sonra sistemik lenf veya
kan dolasimlari araciligi ile organizmanin diger kisimlarina dagilir. Tlacin etkili olabilmesi

icin viicuttaki etki bolgesine yeterince yliksek konsantrasyonda ulagsmasi gerekir.

38



flac absorbsiyonuna etki eden faktérler:

Iaglarmn biiyiik bir ¢ogunlugu pasif difiizyonla absorbe edilir. Absorbsiyon hizi ve derecesi
cesitli faktorlere baglidir (135):

- llacin fizikokimyasal ve stereokimyasal dzellikleri, ¢oziiniirliigii
- Partikiil biiytikliigii ve yiizey alani

- Dozaj sekli, icerdigi dolgu maddeleri

- Tatbik edilen doz

- Tatbik yolu ve bolgesi

- Absorbsiyon yiizeyi ile temas siiresi

- Absorbsiyon yiizeyinin alani

- Absorbsiyon bdlgesindeki pH

- Membranin biitiinligii

- Absorbsiyon bolgesindeki damarlanma

2.7.2.2. Tlaglarin Dagilim

flag molekiillerinin kana gectikten sonra kapiller damarlardan interstisyel siviya, daha
sonra da dokularin ve organlarin i¢ine yayilmasma dagilim denilmektedir. Viicut birgok
dokudan olusmustur ve ilacin her birine afinitesi farklidir. Organ ve dokulardaki kan akim
hizi, membran gegirgenligi ve plazma ile dokular aras1 pH farki viicutta ilag dagilimini
etkileyen onemli faktorlerdir. Ilacin viicutta dagildigi ortam genellikle fizyolojik sivi

kompartmanlaridir.

Fizyolojik sivi kompartimanlar: ekstraselliiler sivi ve intraseliiler sivi kompartimanlari
olarak ikiye ayrilir. Ekstraseliiler siv1 viicut agirliginin yaklasik %17’sini olusturur. Bunun
da %4°1 (3- 3,5 litre) intravaskiiler sivi (plazma), %13°1 (9 litre) interstisyel siv1 (hiicreler
aras1 stvi + BOS + viicut bosluk sivilar1) dan olusmaktadir. Intraseliiler siv1 ise viicut
agirhginin yaklasik %41°in1 (29 litre) olugturmaktadir. Normal erigkin viicudunun %58’ini

su olustururken bu oran yenidogan ve bebeklerde %78’e kadar ¢ikabilmektedir (135, 139).

2.7.2.3. Tlaclarin Metabolizmasi

llaglarin genellikle enzim etkisiyle in vivo olarak kimyasal degisikliklere ugramasima

metabolizma (biyotransformasyon) denir. Metabolizmanin amaci molekiilii absorbsiyon ve
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dagilima uygun hale getirmek ve idrarla kolayca atilimimi saglamaktir. Metabolizmaya
ugrayan ilaglar daha polar hale gelir, suda ¢oziiniirliikleri artar, partisyon katsayilar1 ise

azalir. Bu sekilde viicuttan daha kolay atilmaktadir (140).

[laglarm metabolik doniisiimleri genellikle enzimler aracihigi ile gergeklestiginden, major
eliminasyon yolaginin hepatik metabolizma oldugu saptanmistir. Biitiin dokularda bir
Ol¢iide metabolik aktivite olmakla birlikte, ila¢ metabolizmasinda rol oynayan enzim
sistemlerinin bulundugu, metabolizmada baglica rolii olan temel organ karacigerdir.
Bununla birlikte akcigerler, bobrekler, mide-bagirsak kanali ve deri de 6nemli metabolik

aktiviteye sahip organlardir.

2.7.2.4. 1k Gegis Eliminasyonu

Bir ilag parenteral yol disinda bir yolla uygulandiginda, dozunun 6énemli bir kismi sistemik
dolasima katilmadan once gastrointestinal kanaldan ve hepatik hiicre membranlarindan
absorbe olduktan sonra (ilk gegiste) metabolik olarak inaktive edilir. Bu olay presistemik
metabolizma (ilk gec¢is eliminasyonu) olarak tanimlanir ve metabolizmasi yiiksek olan
ilaglarin (aspirin, lidokain, morfin, propranolol vs.) biyo yararlanimmi biiyiik oranda

kisitlar.

Ik gecis etkisine ugrayan ilaglar genellikle fazla lipofiliktirler. Lipofilik bilesikler,
yapilarinda bir degisiklik olmazsa organizmada uzun siire kalir ve yag dokularinda veya
cesitli dokularda birikirler. Bu nedenle organizma, lipofilik bilesikleri viicuttan
atalabilecek hidrofilik {iriinlere ¢evirerek enzim sistemlerine sahiptir. Bu enzimler, sadece
ilaclarin ve diger yabanci maddelerin metabolizmalar1 agisindan degil, ayn1 zamanda
organizmanin hormonlar, safra asitleri ve transmiterler gibi endojen maddeleri igin de

onem tagimaktadir (135).

[laglarm inaktivasyonuna neden olan ilk gegis etkisinden kurtulmak igin oral doz artirilir
veya ilacin verilis yolu degistirilir. Bazi durumlarda ise verilis yolu yerine ilag

molekiiliiniin yapisinda degisikliklerle, ilk-ge¢is etkisi minimuma indirilebilir (135).

Bir ilacin gelistirilmesinde erken déonemde ADME/Tox tanimlayicilarinin hesaplanmasi,
tercinen sentezden once, gelisim siirecinde daha sonra istenmeyen ADME/Tox

Ozelliklerine sahip olan bilesiklerin ortadan kaldirilmasinin 6nlenmesi igin 6nemlidir (133).
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3. GEREKCE VE AMAC

Aragtirmalar, heterosiklik halka tagiyan bilesiklerin oldukca giiclii antimikrobiyal etkilere
sahip olduklarmi gostermektedir (141-143). Benzoksazin ve tiirevleri dogal veya sentetik
yeni antimikrobiyal aktif bilesiklerin sentezinde siklikla kullanilan bir heterosiklik yapidir
(144).

Benzoksazin halkasi, bu yapiy1r tasiyan dogal ve sentetik tiirevlerin antimikrobiyel,
antimikobakteriyel, antidiyabetik, antihipolipidemik, antidepresan gibi ¢ok cesitli biyolojik
aktivite gostermelerinden dolay1 oldukca onemli bir halka sistemidir (144). ilk olarak
Cavdar bitkisinden izole edilen ve bir benzoksazin tiirevi 2,4-dihidroksi-1,4-benzoksazin-
3-on (DIBOA) (Sekil 3.1a.), bugdaydan elde edilen 2,4-dihidroksi-7-metoksi-1,4-
benzoksazin-3-on (DIMBOA) (Sekil 3.1b.) ve misirdan elde edilen 2,4-dihidroksi-7,8-
dimetoksi-1,4-benzoksazin-3-on (DIM;BOA) (Sekil 3.1c.) bilesiklerinin insektisit etki
gostermeleri fitokimya alaninda dikkat ¢ekmistir (87, 88). Ayrica bu bilesiklerin tahillara
kars1 yumusak ciiriitiitiicli olarak etki gosteren bazi mikroorganizmalara karsi antifungal
veya antibakteriyel etki gosterdikleri de saptanmistir (145).

OCHjs
o. OH

NI N NI
OH OH OH

(@) (b) (©)

Sekil 3.1. (2)DIBOA, (b)DIMBOA, (c)DIM,BOA

Bu calismalardan yola c¢ikarak yapilan c¢aligmalarda benzoksazin halkasini tasiyan ve
biyolojik aktivite gdsteren bilesiklerin herbisid (146), fungusid (147), antibakteriyel (89,
102, 148, 149) ve antimikobakteriyel (101) etkiler gosterdigi tespit edilmistir.

1,4-benzoksazin halka ¢ekirdegini tasiyan ofloksazin’in (Sekil 3.2.) kesfi ve antibakteriyel
aktivitesinin ortaya ¢ikmasiyla benzoksazin yapisi tasiyan bilesiklere ilgi oldukca artmistir
(89). Ofloksazin, 3. konumunda bulunan kiral karbon nedeniyle optik izomeri
gostermektedir ve yapilan calismalar sonucunda bu izomerinin levojir formunun daha
yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi kanitlamis ve bdylece levofloksazin molekiilii

(Sekil 3.2.) ilag olarak kullanilmaya baslanmistir (150).
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COOH F COOH

| |
N
H3C/N\) O\)\CH3 H3C’NJ O\)f\CHS
(a) (b)

n

Sekil 3.2. (a) Ofloksazin, (b) Levofloksazin

Daha sonra yapilan ¢alismalarda, 1,4-benzoksazin ve bu halkanin biyoizosteri olan
pirido[3,2-b][1,4]oksazin halkasini tasiyan 4-amino piperidin tlirevlerinin (Sekil 3.3.),
bakteriyel tip Ila topoizomeraz enzimini inhibe ederek antibakteriyel aktivite gosterdigi
tespit edilmis (102) ve bu durum arastirmacilarin bu halka sistemlerine karsi olan ilgisini

arttirmistir.

|
N\ N O
oM

Sekil 3.3. Bakteriyel topo II inhibitdrii olan 4-amino piperidin tiirevleri

X=Br, Cl, 2-Furil

Yapilan ¢alismalar 15181inda benzoksazin halka sistemini iceren bilesiklerin bakteriyel tip
Ila topoizomeraz enzimini inhibe ederek kuvvetli antibakteriyel aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir (67).

Bu doktora tezi kapsaminda tasarlanan 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin-3-on yapisi igeren
cesitli bilesiklerin bakteriyel topoizomeraz Il enziminin alt birimi olan DNA giraz enzimi
ile etkilesimlerinin molekiiler modelleme g¢alismalariyla incelenmesi ve yapilan doking
calismalar1 sonucunda etkili olabilecegi diisiiniilen 19 adet bilesigin sentezlenmesi
amaglanmistir (Cizelge 3.1.). Ayrica sentezlenen bilesiklerin tahmini farmakokinetik
ozellikleri hesaplanarak ilag olarak kullanilabilmesi icin gerekli 6zelliklere sahip olup

olmadiklar1 belirlenecektir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilar IR, 'H-NMR, C-NMR, kiitle ve elementel analiz

yontemleri kullanilarak aydinlatilmasi ve bilesiklerin in vitro ortamda antibakteriyel
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etkilerinin gram negatif bakterilerden; E.coliATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 ve gram pozitif bakterilerden; Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 ve fungallerden Candida albicans ATCC 10231 suslar1 lizerinde test
edilmesi amaglanmistir. Ayrica sentezleri gergeklestirilecek Dbilesiklerin, direncli
A.baumannii bakterisi iizerinde menopenenemle kombine halde kullanimlariyla direng

uzerindeki etkileri test edilecektir.

Cizelge 3.1. Doktora tez kapsaminda incelenmesi tasarlanan 3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoksazin tiirevleri

Rs OIOH R, OICHZCOOCZH5

R, N~ 0 N~ "0
R; R Ry R
Sis01-10 Sis11-19
R R: R, R3 R R, R,

Sis01 -H -H -NO, -H Sis11 -H -H -Cl
Sis02 -H -H -H -Cl Sis12 | -C,Hs -H -Cl
Sis03 -H -H -H -H Sis13 | -CH, -H -Cl
Sis04 | -CoHs -H -H -H Sis14 -H -H -CHj
Sis05 -H -H -H -CHy | Sis15 | -C,Hs -H -CH,
Sis06 -H -H -Cl -H Sis16 | -CH, -H -CH;,
Sis07 -H -CHs -H -H Sis17 -H -CH;, -H
Sis08 | -CHj -H -H -H Sis18 | -C,Hs | -CH; -H
Sis09 | -CgH, -H -Cl -H Sis19 | -CH; | -CH, -H
Sis10 | -C,Hs -H -Cl -H
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal
4.1.1. In Silico Calismalar

4.1.1.1. In Silico Cahismalarinda Kullanilan Programlar

Doktora tezi kapsaminda gergeklestirilen molekiiler modelleme ¢alismalar1 ve tahmini

farmakokinetik 6zelliklerin hesaplanmasi igin agsagida verilen programlar kullanilmistir.

e ChemBioDraw Ultra 12.0

e Gauss View 3.0

e Accelrys Discovery Studio 3.5

e Biovia Discovery Studio Visulizer V17.2.0.16349

4.1.2. 3,4-Dihidro- 2H-1,4-benzoksazin Bilesiklerin Sentezi

4.1.2.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Doktora kapsaminda sentezlenen bilesiklerin NMR analizleri, "H-NMR ve BC-NMR
spektrumlari, Varian Mercury 400 High Performance Digital FT-NMR Spektrometre
cihaz1 ile sirayla 400 MHz ve 100 MHz’de yapilmistir. I¢ standart madde olarak
tetrametilsilan (TMS), ¢oziicii olarak dimetilsiilfoksit-dg (DMSO-dg) ve kloroform-d
(CDCl3-d) kullanilmistir. Kiitle analizleri, Waters 2695 Alliance Mikromass ZQ marka
LC/MS spektrometre cihazinda, Elektrosprey Iyonizasyonu (ESI) ydntemi uygulanarak
gerceklestirilmistir. Sentezlenen bilesiklerin erime noktasi tayini, Biichi Melting Point B-
540 cihaz1 kullanilarak, kapiller yontem ile tayin edilmistir. Degerler diizeltme olmadan
verilmigtir. Elementel analizler, CHNS-932 (LECO) Elementel cihazi kullanilarak
yapilmistir. Sentez ¢alismalar1 esnasinda, reaksiyonlar1 takip etme amaciyla, elde edilen
maddelerin saflik durumunu anlmak ve R; degerlerini saptamak igin ince tabaka
kromatografisi (ITK) kullanilmistir. Bunun igin Silica Gel 60 GFs4 aliiminyum plaklardan
yararlanilmistir. Sentezlenen maddeler i¢in uygun ¢oziicii sistemi belirlenmis ve siiriikkleme

islemi tamamlandiktan sonra plaklar acgik havada kurutulup daha sonra lekelerin
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belirlenmesi i¢in 254 ve 366 nm dalga boyundaki UV 15181 veren Camag UV Lambasi

kullanilmistir.

41.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sentez ve saflastirma islemlerinde, 2-amino-4-nitrofenol (Acros), 2-amino-5-klorofenol
(Aldrich), 2-aminofenol (Fluka), 2-amino-5-metilfenol (Aldrich), 2-amino-4-klorofenol
(Aldrich), 2-amino-3-metilfenol (Aldrich), monoetilfumarat (Acros), tiyonilkloriir
(Aldrich), dikloroasetilkloriir (Aldrich), trietilamin (Fluka), sodyum bikarbonat (Fluka),
dioksan (Merk), etiliyodiir (Aldrich), metiliyodiir (Aldrich), aseton (Fluka), susuz sodyum
stilfat (Riedel-de Haen), kloroform (Riedel-de Hean), etilasetat (Carlo Erba), etanol
(Aldrich), petrol eteri (Riedel-de Haen), hekzan (Riedel-de Haen), dietileter (Carlo Erba),
metanol (Aldrich), diklorometan (Riedel-de Haen), potasyum karbonat (J.T. Baker),
sodyum bikarbonat (Fluka), benzen (Riedel-de Haen), diklorometan (Alderich),

kullanilmustir.

4.1.3. Sentezlenen Bilesiklerin Biyolojik Etki Calismalar:

4.1.3.1. Sentezlenen bilesiklerin biyolojik etki calismalarinda kullanilan gerecler ve

maddeler

Mikrobiyoloji ¢aligmalarinda, 96 kuyucuklu diiz tabanli mikropleyt (Bioster), steril pipet

ucu ve tek kanalli otomatik pipet (Socorex) kullanilmstir.

Calismada MuellerHintonAgar (MHA) (Merck), MuellerHinton Broth (MHB) (Merck),
SabouraudDextroseAgar (SDA) (Merck), Sabouraud Liquid Medium (SLM) (Merck) ve
MOPS ile pH:7’ye tamponlanmig L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri (Sigma)
kullanilmistir. MHA, MHB, SDA ve SLM 121°C’de 15-20 dakika otoklavlanarak, RPMI
besiyeri, milipor (0.22um) filtreden siiziilerek steril edilmistir. Antibakteriyel aktiviteleri
belirlenecek olan maddelerin ve standart antimikrobiyal maddelerin homojen bir

siispansiyon olusturacak sekilde ¢oziinmesini saglamak icin DMSO (Merck) kullanilmistir.

Mikrobiyolojik etki ¢aligmalarinda standart madde olarak, ampisilin (Biomatik),

gentamisin siilfat (Sigma), seftazidim (Sigma), meropenem (Sigma), siprofloksasin
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(Sigma), flusitozin (Sigma), azitromisin (World Medicine ilag Sanayi ve Tic. A.S.) ve
klaritromisin (World Medicine fla¢ Sanayi ve Tic. A.S.) standartlar1 kullanilmistr.

4.1.3.2. Kullamilan Mikroorganizmalar

Sentezlenen bilesiklerin mikrobiyolojik etki calismalar1 Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
hastanesi mikrobiyoloji laboratuarinda yapilmistir. Gram negatif bakterilerden; E.coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve gram pozitif bakterilerden;
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve fungallerden
Candida albicans ATCC 10231 suslar1 ve klinik izolatlar1 kullanilmustir.

4.2.  Yontem

4.2.1. In Silico Calismalar:

4.2.1.1. Tasarlanan 3,4-dihidro- 2H-1,4-benzoksazin BilesiklerindeMolekiiler
Doking Cahismalar1 (CDOCKER Yo6ntemi)

Doktora tez kapsaminda bazi yeni 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin yapisi tasiyan bilesikler
(Cizelge 3.1.) tasarlanarak molekiiler doking g¢aligmalar1 yapilmigtir. DNA giraz enzimi
tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilen bilesiklerin enzim ile etkilesimlerini incelemek i¢in
yapilan doking caligmalarinda S. pneumoniae ait DNA giraz enzimi ile referans ligand
levofloksazin (Sekil 4.1.) kullanilmistir. Protein veri bankasindan (PDB) 4Z2D kodlu
kristal yap1 alinmistir (73). Levofloksazinin CDOCKER yontemi kullanilarak yapilan
doking calismasit sonucunda bulunan en wuygun konformasyon ve X-isinlarn
kristalografisiyle karsilastirilmistir (Sekil 4.1). Gergeklestirilen doking isleminin sonuglari,
X-1smlar kristalografisi sonuglarima uygun sekilde levofloksazin ile DASH ve DG1H
(niikleotid) ve enzim aktivitesinde nemli rol oynayan Mg ‘iyonu arasinda H baglar1 ve Pi-
Pi etkilesimleri yaptigi gozlenmistir (Sekil 4.2.). En uygun konformasyon ve X-isinlari
kristalografisi arasindaki farklilig1 ifade eden RMSD degeri 1.22 bulunarak literatiire gore
uygun bir sonug elde edilmistir (129). Boylelikle valide edilmis CDOCKER yo6ntemi

kullanilarak doktora tez kapsaminda yeni benzoksazin tiirevleri tasarlanmstir.
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Sekil 4.1. Referans ligand levofloksazin (PDB’den alinan kristal yapisi, pembe renk) ve

doking sonucu bulunan en uygun konformasyon (yesil renk)

Sekil 4.2. Levofloksazinin baglanma yoresi(73)

42.1.1.1. Ligandlarm Hazirlanmasi

Tim molekiiller 6nce ChemBioDraw Ultra 12,0 programinda ¢izilmis ve mol formatinda
kaydedildikten sonra Discovery Studio programina aktarilmigtir. Programin minimizasyon
kisminda algoritma olarak ABNR (Adopted Basis Newton Raphson) metodunu
kullanilarak tiim molekiiller minimize edilmis ve daha sonra simulation bdliimiinden
molekiiler dinamik metodlarindan heat and cool (700K-200K) protokolii kullanilarak

molekiillerin en uygun konformasyonlari elde edilmistir.
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42.1.1.2. Proteinin Hazirlanmasi

Protein Veri Bankasindan 4Z2D kodlu protein Discovery Studio programina aktarildiktan
sonra proteinin i¢inden ligandi ¢ikartilarak ayr1 bir dosya olarak kaydedilmistir. Protein,
programin otomatik hazirlanma kisminda hazirlanmis ve eksik kisimlar tamamlanmistir.
Macromolecule protokoliinde protein minimization boliimiinde yer alan Adopted Basis
Newton Raphson (ABNR) metodu kullanilarak minimize edilmistir. Ligandin protein
icindeki konumuna bagl olarak aktif bolgeler kiire seklinde tespit edilmis ve doking islemi
belirlenen kiirenin i¢inde gergeklestirilir. Aktif bolgeyi i¢eren kiirenin ¢ap1 ve koordinatlari

Sekil 4.3.’de verilmistir.

472D

Kiirenin koordinatlari: 91,175 10,432 42,767
Kiirenin c¢apa: 10,7327

Sekil 4.3. 422D enziminde belirlenen kiire seklindeki alanlarin koordinatlar1 ve gap1
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4.2.1.2. In Silico Farmakokinetik Ozelliklerin Hesaplanmasi

Doktora tez kapsaminda tasarlanan 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin yapisi tasiyan
heterosiklik bilesiklerin tahmini farmakokinetik 6zelliklerini hesaplamak i¢in Discovery
Studio 3.5 programinda ADMET calismasi yapilmistir. ADMET ¢alismasi olarak;
molekiillere ait asagida verilen absorpsiyon, dagilim, metabolizma, eliminasyon ve

toksisite 0zellikleri teorik olarak hesaplanmistir:
- Sulu ¢6ziniirliik

- Kan beyin bariyeri penetrasyonu (BBB)

- Sitokrom P450 (CYP450) 2D6 inhibisyonu

- Hepatotoksisite

- Insan bagirsak emilimi (SED)

- Plazma proteini baglanmasi

Tasarlanan ligandlarin ADMET hesaplamalar1 programin Kiigiik Molekiiler/ Molekiiler
Ozellikler protokoliinden yararlanilarak gerceklestirilmistir. Bu calisma dogrultusunda
sonuglar AlogP98 ve PSA 2D grafigi sekilde elde edilir ve bu grafige gore iyi emilim
gosteren bilesiklerin bulunmasinin beklendigi bolgeler: Iyi emilen bilesiklerin %95'inin,
%95 elips icinde (mavi elips) diismesi beklenirken, en iyi emilen bilesiklerin %99'u,
%99'luk elipsin (pembeelips) i¢ine diismelidir. %95 elipsoidi i¢cin PSA 2D degerinin {ist
smir1 131.62, %99 elipsoidi icin PSA_2D degerinin tist sinir1 ise 148.12'dir.
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4.2.2. 3,4-Dihidro-2H-1,4-benzoksazin Bilesiklerin Sentezi

4.2.2.1. Elde Edilen Bilesiklerin Sentezleri, Reaksiyon Denklemleri ve Saflastirma

Yontemleri

Doktora tez kapsaminda iki farkli sentez metodu kullanilarak 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoksazin bilesikler sentezlenmistir. Birinci metod ile 4/5/6/7-stibstitiie-3,4-dihidro-2-
hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerinin (Sis01-Sis10) sentezi, ikinci metod ile
etil3,4-dihidro-5/7-siibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat ve etil 4/5/7-siibstitiie-3-
okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiirevlerinin (sis11-sis19) sentezi gerceklestirilmistir. Iki

yontem halinde sentezlenen bilesikler Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Doktora tez kapsaminda sentezlenen bilesikler

Rs OIOH R, OICHZCOOC2H5
R2; ; :|}| 0 ; :I}l o
R, R

R, R
Sis01-10 Sis11-19

R R1 R, R3 R R: Rz
Sis01 -H -H -NO, -H Sisll -H -H -Cl
Sis02 -H -H -H -Cl Sis12 | -CyHs -H -Cl
Sis03 -H -H -H -H Sis13 | -CHs -H -Cl
Sis04 -CoHs | -H -H -H Sisl4 -H -H -CHjs
Sis05 -H -H -H -CH3 Sis15 | -C;Hs -H -CHjs
Sis06 -H -H -Cl -H Sis1l6 | -CHs -H -CHjs
Sis07 -H -CH3 -H -H Sisl7 -H -CHjs -H
Sis08 -CH3 -H -H -H Sis18 | -CyHs | -CHs3 -H
Sis09 -CsH; | -H -Cl -H Sis19 | -CHs; | -CHs -H
Sis10 -CoHs | -H -Cl -H
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4.2.2.2. Elde Edilen 4/5/6/7-siibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-
on Tiirevi Bilesiklerin Sentezi, Reaksiyon Denklemleri ve Saflastirma

Yontemleri (Yontem 1)

4/5/6/7-siibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerin sentezi igin, -
10°C ortaminda dietil eter icerisinde olan 50 mmol 3/4/5-stibstitiie-2-aminofenol, 50 mmol
trietilaminin olusturdugu siispansiyon iizerine, 50 mmol dikloro asetilkloriir, 20 ml dietil
eter karisimi damla damla ilave edildi ve 1 saat siire ile -10°C ‘de magnetik karistirici
iizerinde karstirildi. Bu siire sonunda reaksiyon 1sisi oda isisina (25°C) vyiikseltildi.
Reaksiyon 4 saat siire ile oda 1sisinda devam edildi. Siire sonunda ¢okelti halinde olan
trietilamin pileli siizge¢ kagidindan siiziilerek ortamdan uzaklastirildi. Siiziintii sirastyla su
(100 ml), 0.5 M HCI (2 % 100) ve tuzlu su (100 ml) ile ekstre edildi, sonrasinda susuz
sodyum siilfat ile muamele edildi ve kuruluga kadar rotarievaporatérde uguruldu. Bakiye

kloroformdan kristallendirildi (Sekil 4.4.).

OH

NH cl R3 OH
2 Cl\CI:H Trietilamin
+ I > - H cl + HCI

Ry R, CI/C\\O Eter RJ H 1l (|:

R, Ry O CI
R;:H, CH,
R, H, NO, , Cl
R, H, CH, , Cl

Sekil 4.4. 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4/5/6-siibstitiiefenilJasetamid tiirevlerinin sentezi

Elde edilen 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4/5/6-siibstitiiefenil)asetamid tiirevleri, sulu sodyum
bikarbonat icerisinde 30 dakika siire ile magnetik karistirici lizerinde kaynatildi. Bu stire
sonunda reaksiyon ortami oda 1sisina kadar sogutuldu, 1 M HCI ile asitlendirildi (pH=3)
ve etil asetat ile ekstre edildi daha sonra organik faz sirasiyla 1 M HCI, sulu sodyum
bikarbonat ve tuzlu suyla ekstre edildi, susuz sodyum siilfat ile muamele edilerek fazla
sudan arindirildi, indirgenmis basing altinda rotarievaporatorde ugularak kurutuldu. Elde

edilen bakiye etil asetat ve hekzan solvan sistemi ile kristanllendirildi (Sekil 4.5.).
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Rq:H, CHg
Ry H,NO, ClI
Rs: H, CHj3 Cl
Sekil 4.5. 5/6/7-stibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerin

sentezi

Elde edilen  5/6/7-siibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-ontiirevleri
vakum etiiviinde kurutuldu, alkil iyodiir, potasyum karbonat, aseton igerisinde 4 saat siire
ile 40°C-50°C de karigtirildi. Siire bitiminde aseton rotarievaporatorde uguruldu bakiye etil
asetat ile ekstre edildi ve susuz sodyum siilfat ile muamele edilerek sudan arindirildi.
Kuruluga kadar etil asetat faz1 rotarievaporatérde ucuruldu. Bakiye yagimsi seklinde elde
edildi. Bu yagimsi bakiye kolon kromatografisi ile saflastirildi ve kolon sonrasi toplanan

kristaller vakumlu etiivde kurutuldu (Sekik 4.6.).

R3 o. OH
KO3
+  R-
R, H @) Aseton
Ry

R: CH3' C2H5’ C3H7

Rl:H, CH3

RZ: H, NOZ, Cl

R3: H, CH3V Cl

Sekil 4.6. 4/5/6/7-siibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerin

sentezi

4.2.2.3. Etil 3,4-dihidro-5/7-siibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat ve Etil
4/5/7-siibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat  tiirevi  Bilesiklerin
Sentezi, Reaksiyon Denklemleri ve Saflastirma Yontemleri (Yontem 2)

Etil  3,4-dihidro-5/7-stibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat  tiirev  bilesiklerin
sentezi i¢in, 10 ml benzen igerisine, 10 mmol monoetil fumarat ve 2 ml tiyonil kloriir

ekleyerek 3 saat siire ile 80°C’de magnetik karigtiric tizerinde karistirildi. 3 saat bitiminde
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benzen ve tiyonil kloriiriin fazlasi indirgenmis basing altinda rotarievaporatorde ugularak

monoetil fumaril kloriir (Sekil 4.7.) siv1 halinde elde edildi.

COOG;Hs HC_éC(H)OCZ"'S
HC=CH SOCl, I
(|ZOOH Benzen CocCl

Sekil 4.7. Monoetil fumaril kloriir sentezi

Kuru dioksan igerisindeki 3/5-slibstitiie-2-aminofenol ve sodyum bikarbonat karigimina
elde edilen monoetilfumaril kloriir damla damla ilave edildi. Reaksiyon 24 saat siire ile oda
1sisinda magnetik karistirici tlizerinde karistirildi. Siire sonunda reaksiyon ortami distile
suya dokiildii ve siizlilerek olusan cokelekler ayrildi. Cokelek olugsmamigsa etanol ile
¢coziiliip sogukta  kristallendirildi.  Boylelikle  etil ~ 3-[(2-hidroksi-4/6-siibstitiie-
fenil)karbamoil]akrilat tiirevleri (Sekil 4.8.) elde edilmistir.

COOC,H;  NaHCO; R

Rs OH [ Dioksan 3 OH (IZOOCZH5
+ HC=CH 25°C CH:CH
R, NH, | R; NH«

Ry COcCl R, S

RyH, CHs
RZ: H
R3: H, CHS’ Cl

Sekil 4.8.3-[(2-hidroksi-4/6-siibstitiie-fenil)karbamoil]akrilat tiirevlerinin sentezi
Reaksiyon sonunda elde edilen bilesik etanol ve potasyum karbonat karisimina eklenerek
24 saat oda sicakliginda karistirildi. Bu siire¢ sonunda elde edilen karisim suya dokiilerek

cokelek olustu ve bu ¢okelek siiziilerek ayrildi. Bu sekilde etil 3,4-dihidro-5/7-siibstitiie-3-
okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiirevleri (Sekil 4.9.) elde edildi.
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Rs3 OH COOCHs R, O-_CH,COOC,Hs
o K,CO3
CH=CH - .
R2 NH <5 Etanol H O
R1 o R1
Rl:H, CH3

Rz: H
R3: H, CH3’ Cl

Sekil 4.9. 3,4-Dihidro-5/7-stibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiirevlerinin

sentezi

Elde edilen etil 3,4-dihidro-5/7-stbstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiirevleri,
alkiliyodiir, potasyum karbonat, aseton icerisinde 4 saat boyunca 40°C 1s1da karistirildi.
Reaksiyon siliresinin  bitiminde aseton ortamdan indirgenmis basing altinda
rotarievaporatorde ugularak uzaklastirildi. Daha sonra elde edilen kati madde su ve etil
asetat ile ekstre edildi toplanan etil asetatli faz susuz sodyum siilfat ile muamele edilerek
suyundan arindirildi ve kuruluga kadar rotarievaporatérde uguruldu ve bakiye kolon

kromatografi kullanilarak saflastirildi ve elde edilen kristaller vakum etiiviinde kurutuldu

(Sekil 4.10.).

R O-_CH2COOC;H
s 2 s K,COs Ro O~_CH»COOC;Hs
R N o : R I
2 H Aseton N~ o

R, R

Ry

R:CH& C2H5
Rl:H, CH3
Ro: H

Rg: H, CH3’ Cl

Sekil 4.10. Etil 4/5/7-stbstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiitevlerinin sentezi
Sentez caligmalari esnasinda, reaksiyon siirecini takip ve bilesigin safligini1 kontrol etmek
icin ITK (ince tabaka kromatografisi) ve saflastirma islemleri i¢in kolon

kromatografisinden yararlanmilmistir. iTK ve kolon kromatografisi icin kullanilan solvan

sistemleri:
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ITK icin solvan sistemi Kolon kromatografisi icin solvan sistemi

n-hekzan:etilasetat (2:1) n-hekzan:etilasetat (7:3)

n-hekzan:etilasetat (3:1) n-hekzan:etilasetat (6:4)

4.2.3. 3,4-Dihidro- 2H-1,4-benzoksazinBilesiklerinin Yapi Analiz Yontemleri

4.2.3.1. Elde Edilen Bilesiklerin Kiitle Spektral Analizleri

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektral analizleri elektrosprey iyonizasyon (ESI) yontemi
ile belirlenmistir. Tiim bilesikler bu yontem ile iyonize olmustur. Bazi bilesiklerde
molekiiler iyon (M) piki goriiniirken, gogu bilesikte (M") -H piki gozlenmistir. ESI
yonteminde, baz1 bilesikler proton yerine K*, Na*, NH," gibi katyonlar ile iyonize olduklar
icin M"+23(Na"),M"+39(K), M*+41(CHsCN) pikleri goriinmektedir.

4.2.3.2. Elde Edilen Bilesiklerin ‘H-NMR Spektral Analizleri

Sentezlenen bilesiklerin ¢oziintirlik durumlarina gore dimetilsiilfoksit-dg (DMSO) veya
kloroform-d (CDCls) i¢inde ¢oziiliirek *H-NMR spektrumlar alinmustir. Bu ¢oziiciilerin
100% doterolanmis olmadiklart icin ¢oziiciilerin doterolanmamis formlarinin, spektrumlar
pikleri goriinmektedir. Spektrumlardaki 2,25-2,35 ppm’de goriinen pik ¢oziicl i¢indeki
doéterolanmamis DMSO’den 3,35-3,60 ppm’de goériinen pik DMSO-ds igindeki sudan,
7,20-7,30 pmm’deki pik ¢oziicli igindeki doterolanmamis CHCls den kaynaklanmaktadir.

1,4-Benzoksazin tiirevlerinin 'H-NMR  spektrumlari incelendiginde, benzoksazin
halkasinin 2.konumuna bagli olan etil esterin CH3 protonlar1 1,05-1,30 ppm arasinda triplet
olarak, -CH, protonlar1 4,1-4,4 ppm arasinda quartet olarak gériinmektedirler. Ester yapisi
ve halka arasinda kalan —CH, grubun —H’leri ayr1 ayri dublet vererek pikleri 2,9-3,3
ppm’de goriinmektedir. 2.konumunda hidroksil (-OH) tasiyan tlirevlerde, -OH protonu
7,40 pmm’de goriinmektedir. 2.konumdaki —H 4,9-5,1 ppm araliginda dublet dublet olarak
gbzlenmistir. Aromatik halkanin protonlar1 6,7-8,1 ppm arasinda goézlenirken, —NH

protonu 8-11 ppm’deve -NCH3; 3,40-3,45 ppm’de spektrumlarda goriinmektedir.

Elde edilen her bilesigin 'H-NMR spektrumu bulgular kisminda detayli sekilde verilmistir.
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4.2.3.3. Elde Edilen Bilesiklerin Elementel Analizleri

Sentezlenen bilesiklerin elementel analizleri yapilmis. Bilesklerin igerdigi C, H, N
elementlerinin ylizde miktarlar1 tayin edilmistir. Bu sonuglar teorik hesaplamalarla
karsilastirilarak bilesiklerin safligi ve igerdikleri su miktarlart belirlenmistir. Bilesiklerde

C, H, N elementlerin miktar1 % +4sinirlar1 i¢inde bulunmustur.

4.2.4. 3,4-Dihidro- 2H-1,4-benzoksazin Bilesiklerinin Mikrobiyolojik Etki Tayin

Yontemleri

Elde edilen bilesiklerin antibakteriyelve antifungal aktivite tayini i¢in, Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari tarafindan temin edilen asagidaki
mikroorganizmalar kullanilmis ve mikrodiliisyon yontemi kullanrak MIK degerleri

belirlenmistir.

e E.coli ATCC 25922

P. aeruginosa ATCC 27853
S. aureus ATCC 29213

E. faecalis ATCC 29212

C. albicans ATCC 10231

A. baumanii direngli izolatlar1

4.24.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Calismada MuellerHintonAgar (MHA) (Merck), MuellerHinton Broth (MHB) (Merck),
SabouraudDextroseAgar (SDA) (Merck), Sabouraud Liquid Medium (SLM) (Merck) ve
MOPS ile pH:7’ye tamponlanmig L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri (Sigma)
kullanilmistir. MHA, MHB, SDA ve SLM 121°C’de 15-20 dakika otoklavlanarak, RPMI

besiyeri, milipor (0.22 um) filtreden siiziilerek steril edilmistir.

Duyarlilik testi Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii, CLSI-M100-S28 (1) ve
CLSI-M27-A3 (2) protokollerine gore yapilmustir.

Bakteriler i¢cin MHA, mayalar icin SDA Kkiiltiir plaklarinda iiretilmis olan kolonilerden

sirastyla MHB ve SLM besiyerlerine aktarilmigtir. Sivi besiyerlerindeki kiiltiirler inkiibe
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edilip, kiiltiiriin bulanikligi, 0.5 McFarland standardina uygun bulanikliga ulagincaya kadar
tizerine s1vi besiyeri eklenerek yogunluk ayarlanmistir. Bakteri siispansiyonu densitometre
kullanilarak McFarland 0.5 yogunlugunda ayarlandiktan sonra 1:100 oraninda diliie
edilerek 10° CFU/mI yogunlugunda kullanilmistir. Maya siispansiyonu ise densitometre
kullanilarak McFarland 0.5 yogunlugunda ayarlandiktan sonra, énce 1:100 sonra 1:20
oraminda sulandirarak 2.5x10° CFU/ml yogunlugunda kullanilmistir. Ayarlanan bu

siispansiyonlar inokulum olarak kullanilmistir.

Bakteri inokiilasyonu yapilacak olan mikrodiliisyon plaklarinin her kuyucuguna 100 pl
MHB, maya inokiilasyonu yapilacak olan mikrodiliisyon plaklarinin her kuyucuguna 100
ul MOPS ile pH:7’ye tamponlanmis L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri eklenmistir.

Antibiyotiklerin stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan ¢d6ziiciileri asagida

verilmistir. Yeni sentezlenen bilesikler DMSO ile ¢oziilmiistiir.

Antibiyotik Coziicii Sulandirici

Ampisilin 0.1 mol/l pH:8 fosfat tamponu 0.1 mol/l pH:6 fosfat tamponu
Gentamisin Su Su

Seftazidim Sodyum karbonat Su

Meropenem Su Su

Siprofloksasin Su Su

Azitromisin Glasiyel asetik asit Besiyeri

Klaritromisin Glasiyel asetik asit 0.1 mol/l pH:6,5 fosfat tamponu
Flusitozin Su Besiyeri

Stok soliisyonlar1 hazirlanan antibiyotikler ve yeni sentezlenen bilesikler, mikrodiliisyon
plaklarinin ilk kuyucuklarina 100 pl hacimde eklenmistir. Boylece stok soliisyondaki
madde konsantrasyonu ¢ift katli olarak sulandirilmis olur. Cok kanalli mikropipet
kullanilarak c¢ift katli diliisyona devam edilip mikrodiliisyon plaklarinin takip eden
kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her defasinda yar1 yariya azaltilmistir. Sonug
olarak mikroplaklarda yeni sentezlenen bilesiklerin 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 pg/ml
konsantrasyonlar1 ve standart antibiyotiklerin 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125

konsantrasyonlar1 elde edilmistir.
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Diliisyon islemi tamamlandiktan sonra, mikrodiliisyon plagindaki her kuyucuga, hazirlanan

inokulum siispansiyonlarindan 10 pl inokiilasyon yapilmistir.

Her mikrodiliisyon plaginda sadece besiyeri ve mikroorganizma igeren ve sadece besiyeri
igeren kontrol kuyucuklar1 eklenmistir. Ayrica kullanilan tiim ¢oziiciilerin antimikrobiyal

etkilerine bakilmistir.

Bakteri inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklar1 37°C’de 1620 saat, maya inokiile edilmis

mikrodiliisyon plaklar1 35°C’de 2448 saat siire ile aerobik kosullarda inkiibe edilmistir.

MIK, mikroorganizmanin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremesini inhibe eden en diisiik

madde konsantrasyonu olarak saptanmastir.

4.2.4.2. Mikrodiliisyon Yontemi 2

Calismada, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen
ve daha oOnceki c¢aligmalarda meropeneme direngli oldugu gosterilen Acinetobacter
baumannii klinik izolatlar1 kullanilmustir. Izolatlarda siprofloksasin direncinin; DAP
genlerinin agir1 ekspresyonunun baskilanmasi yolu ile inhibe edildigi ve bu inhibisyonun
disa atim pompasi inhibitorleri (PABN, CCCP, NMP) ile gerceklestigi Onceki
calismalarimizda gosterilmistir. Meropenem direncinde de AdeABC disa atim pompasi ile
direng gelisebileceginden meropenem+madde kombinasyonlarinin meropeneme direngli

olan bu izolatlarda direnci ortadan kaldirip etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismada, yeni sentezlenen maddelerin meropenem direncini azaltip, A. Baumannii
izolatlar1 i¢in merOpenem direng sinir1 olan 2 ug/ml’ye indirebilece§i ongorillmiistiir. Bu
amacla mikrodiliisyon yontemi 4 pg/ml meropenem igeren MHB besiyeri ile tekrar
yaptlmistir. Tiim kuyucuklarda meropenemin 2 pg/ml konsantrasyonu ve maddelerin seri
sulandirimlart  mevcuttur. Kuyucuklarda mikroorganizma {iremesinin goriilmemesi
meropenem+madde kombinasyonlarinin, meropeneme direngli olan bu izolatlarda etkili

oldugunu gosterecektir.

Olabilecek hatalar1 dnlemek icin her deney iki paralel seklinde calisilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin ve standart olarak kullanilan bilesiklerin MIK degerleri bulgular kisminda

verilmistir.
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4.2.4.3. Kullanilan Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Pseudomonas tiirleri ampisilin ve amoksisiline dogal direng gostermektedir. 1. ve 2. kusak
sefalosporinlere dogal diren¢ gosterirken P. aeruginosa izolati siprofloksasine direng

gostermektedir.

E. coli ATCC 25922 standart susu TEM-1 B-laktamaz iireten kokendir ve [-laktam

antibiyotiklere direnclidir ayrica E. coli izolat: siprofloksasine direng gostermektedir.

S. aureus izolatt MRSA’dir ve tiim B-laktam antibiyotiklere ve meropeneme kars1 direng

gostermektedir.

Staphylococcus’lar Eubacteriales takimiin Micrococcaceae familyasindan — bakterilerdir.
Stafilokoklar antibiyotiklere duyarlidirlar. Mastitislerde erken donemde tedavi
miimkiindiir. Antibiyotik duyarlilik testi yaparak tedaviye baslamak gerekmektedir. Zira

direncli suslar 6zellikle bilingsiz antibiyotik kullanimi1 nedeni ile sahada ¢ok yaygindir.

Candida albicans, eseyli ¢ogalan, diploit, maya tipi bir mantar tiirii ve insanlarda oral ve

vajinal firsat¢1 enfeksiyonlarin temenidir.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 sefalosporinlere dogal direnglidir. E. faecium izolati
vankomisine direng gosterirken imipenem cogunlukla E. faecalis’e etkili E. faecium’a

etkisizdir. VRE izolatlarina kars1 meropenem etkinligi zaten yoktur.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. 3,4-Dihidro-2H-1,4-benzoksazin Tiirevlerinin DNA Giraz Enzimi Uzerinde
Molekiiler Doking Calismalar:

Tasarlanan bilesiklerin Discovery Studio 3.5 programini kullanilarak DNA giraz enzimi
(PDB kodu: 4Z2D) iizerinden gergeklestirilen doking c¢alismalarinin sonuglar1 ¢izelge

5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. DNA giraz enzimi iizerinde yapilan CDOCKER ¢alismasinin sonuglari ve

etkilesimleri
Rs OIOH R, OICHZCOOC2H5
R, N~ "o N~ "o
Rl R Rl R
Sis01-10 Sis11-19
-CDocker
_CDOC_l.(e.r interaction |H-baglan C-H Bag Pi-Pi Bagi Pi-Alkil Bag: Pi-Sigma
Enerjisi o
Enerji
DAS, DG1, DAS5,
Sis01 30,3028 44,2892 DG1 - DG1
GLY457 DT15
Sis02 30,3098 40,069 - - DG,DT15 - -
Sis03 28,6652 38,9163 DT15 - DG1 - -
Sis04 24,8568 35,3816 DAS DG1 DG1,DT15 DG1 -
DG1, DAS5,
Sis05 31,4605 40,3886 - - ARG456 -
DT15
DG1, DAS,
Sis06 31,9443 42,9003 DAS - - DG1
DT15
DG1, DAS5,
Sis07 32,3433 41,7937 DA5 - DT15,DG1 DG1
DT15
DG1, DAS,
Sis08 14,7852 25,7518 - - - -
DT15,ARG456
Sis09 27,0375 39,6562 - DT15 DG1,DT15 ARG456 -
Sis10 27,5126 37,749 - DT15 DG1,DT15 DA5 -
GLY457,
Sisll 34,5476 39,8105 - DAS ARG456 -
DA2,DG1,DA5
GLUA475,
Sis12 37,085 41,6767 DG1 DG1 DT15,DG1,DA5 -
ARG456, DG1
Sisl3 41,6382 47,2416 - - - ARG456,DT15, -
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DG1

Sis14 43,254 47,2347 - DG1 DA5,DG1 ARG456 DG1
Sis15 36,9079 42,0471 - GLY457,DG1 | DT15DG1 |DA5DG1,DT15 -
ARG456,DT15,
Sis16 41,4567 52,431 DT15 DG1 - -
DG1
GLY457,DG1,D
Sisl7 35,5317 39,0091 - AS DT15,DG1 DA5 DT15
GLUA4T5, ARG456,DT15,
Sis18 33,5931 43,5936 |DT15,DG1 - DG1
GLU474,DG1 DG1
GLU474,DA5D ARG456,DT15,
Sis19 34,4917 42,3396 DG1 - DAS
Gl DAS
GLU433,DG1,D|DA5,DG1,DT1
levofloksazin | 55,8738 77,7146 DA5,DG1 DA5,DG1 -
A2,DT15 5

5.1.1. 3,4-Dihidro-2H-1,4-benoksazin Bilesiklerinin 4Z2D Enzimi ile Etkilesimleri

5.1.1.1. Sis01 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri:

-CDOCKER Enerjisi -CDOCKER Interaction Enerjisi

Sis01
30,3028 44,2892
Pi-etkilesimleri
H baglan C-H Baglan o o Metal akseptor
Pi-Pi Pi-Sigma
DAS, GLY457 DG1 DG1, DA5, DT15 DG1 MG101
a b.
GLY.
| Didsy
T i
E:101 o -
0
O—
H P~
s ‘ DT
E:S

DAS

B Fisigma

Sekil 5.1. Sis01 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gdsterimi., b. 2D gdsterimi
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5.1.1.2. Sis04 bilesiginin 472D enzimi ile etkilesimleri

-CDOCKER Enerijisi -CDOCKER Interaction Enerjisi

Sis04
24,8568 35,3816
Pi-etkilesimleri
H baglan C-H Baglan o ] ] Metal akseptor
Pi-Pi Pi-Alkil
DA5 DG1 DG1,DT15 DG1 MG101
a b.
DG1 DA
F:5 ;
o
o
H w2
MG
E:101
na DT

Sekil 5.2. Sis04 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gdsterimi., b. 2D gdsterimi

5.1.1.3. Sis07 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri
Sis07 -CDOCKER Enerfjisi -CDOCKER Interaction Enerjisi
IS
32,3433 41,7937
H bas] Metal ak Pi-etkilesimleri

aglarn etal akseptor

Pi-Pi Pi-Sigma Pi-Alkil bagi
DG1, DAS5,
DAS MG101 DG1 DT15,DG1

DT15
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b.
DT
E:15
£161
' ax
R 4
. DG
E:5 A:1
Interactions
I Conventional Hydrogen Bond I P Stacked
DAS ] Metal-Acceptor [] rranyl
Bl Fi-sigma

Sekil 5.3. Sis07 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gdsterimi., b. 2D gosterimi
5.1.1.4. Sis12 bilesiginin 472D enzimi ile etkilesimleri

-CDOCKER Enerijisi -CDOCKER Interaction Enerjisi

Sis12
37,085 41,6767
H basl C-Hiba Pi-etkilesimleri
aglari -H bag
Pi-Pi Pi-Alkil bag
DG1 GLU475, ARG456, DG1 DG1 DT15,DG1,DA5
a b.
ARG
D:456
GLY
Je D:475
‘ .
o -
| H:1
DA
E5
DT
E:15

ctions

Interacti
[ conventional Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked
[] carbon Hydrogen Bond [ pi-akyl

Sekil 5.4. Sis12 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gdsterimi., b. 2D gosterimi
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5.1.1.,5. Sis18 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri

-CDOCKER Enerjisi -CDOCKER Interaction Enerjisi

Sis18
33,5931 43,5936
H basl CoH bas Pi-etkilesimleri
aglar - agi o ]
Pi-Sigma Pi-Alkil bag
DT15,DG1 GLU475, GLU474,DG1 DG1 ARG456,DT15,DG1
a b.
DT15 OT
DG};'l7J4 E(i E:15
. 02475 ;
Y,
H A "
H 8 i
ARG
- D:456
I
GLU474 ¥ GLU475

Sekil 5.5. Sis12 bilesiginin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gdsterimi., b. 2D gdsterimi

5.1.1.6. Levofloksazin ligandinin 4Z2D enzimi ile etkilesimleri

-CDOCKER Enerijisi -CDOCKER Interaction Enerjisi

Levofloksazin

55,8738 77,7146
5 5 Pi-etkilesimleri
H baglan C-H bag Pi.Pi Pi-Alkil bas
DA5DG1 GLU433,DG1,DA2,DT15 DA5,DG1,DT15 DA5,DG1
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Ps )
: N
A\ AT
A M-
. '
5 — k 4 ——)
V74 N\t ’ H
3 6 v ' H
MG '
E:101
: 54
DT =
E:15
Interactions
Attractive Charge B F-7 Stacked
[l conventional Hydrogen Bond [ praigt

Carbon Hydrogen Bond

Sekil 5.6. Levofloksazin ligandinin 422D enzimi ile etkilesimleri: a. 3D gosterimi., b. 2D

gosterimi
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5.2. 3,4-Dihidro-2H-1,4-benzoksazinTiirevlerinin Farmakokinetik Ozelliklerinin
Hesaplanmasi

Tasarlanan bilesiklerin Discovery Studio 3.5 programi kullanilarak AlogP98 ve PSA_2D
grafigi (Sekil 5.7.) ve ayrica diger ADME/Tox ozellikleri (polar ylizey alani, partisyon
katsayisi, sitokrom p450 2D6 inhibisyonu, kan beyin bariyeri gecirgenligi, hepatotoksitesi,
plazma proteinlerine baglanmasi, absorbsiyon ve ¢oziiniirliikk seviyeleri) hesaplanmig ve

sonuclar Cizelge 5.2.’de verilmistir.

/

ADMET _AlogP98
P /

-50 -25 0 25 50 75 100 125
ADMET PSA 2D

Sekil 5.7. AlogP98 ve PSA 2D grafigi seklinde sonuglar
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Cizelge 5.2. Tasarlanan 3,4-dihidro- 2H-1,4-benzoksazin tiirevlerinin hesaplanan ADMET

sonugclari
ADMET ADMET
ADMET ADMET ADMET ADMET ADMET ADMET Absorption | Solubility
PSA 2D AlogP98 CYP2D6 BBB Hepatotoxic PPB Level Level
Sis01 102,679 0,393 -12,9699 -1,657 0,998095 -5,28413 0 4
Sis02 59,856 1,163 -8,43955 -0,742 -0,0951783 -0,79028 0 3
Sis03 59,856 0,499 -10,2043 -0,947 -1,33334 -4,13374 0 4
Sis04 50,398 1,053 -9,6953 -0,626 -3,33931 -2,34281 0 4
Sis05 59,856 0,985 -11,5254 -0,797 -2,33007 -3,46721 0 4
Sis06 59,856 1,163 -8,56104 -0,742 0,667034 -0,303374 0 3
Sis07 59,856 0,985 -11,1665 -0,797 -1,84578 -4,54247 0 4
Sis08 50,398 0,705 -9,2369 -0,734 -1,7653 -2,54955 0 4
Sis09 50,398 2,241 -4,49054 -0,259 -1,46482 3,46378 0 3
Sis10 50,398 1,718 -6,95343 -0,421 -1,50381 2,04278 0 3
Sis11 65,272 1,723 -8,14457 -0,654 -8,66336 2,05382 0 3
Sis12 55,814 2,278 -6,34371 -0,333 -9,61718 3,30245 0 3
Sis13 55,814 1,929 -6,62403 -0,441 -9,46969 2,95565 0 3
Sisl4 65,272 1,545 -10,286 -0,709 -10,6115 0,0584315 0 3
Sis15 55,814 2,1 -8,45649 -0,388 -11,5717 0,827485 0 3
Sis16 55,814 1,751 -8,86258 -0,496 -11,1924 0,480684 0 3
Sisl7 65,272 1,545 -9,92711 -0,709 -10,1272 -1,01683 0 3
Sis18 55,814 2,1 -8,09763 -0,388 -11,0874 -0,593962 0 3
Sis19 55,814 1,751 -8,50373 -0,496 -10,7081 -0,940763 0 3
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5.3. Elde Edilen Bilesiklerin Sentez ve Analiz Bulgulari

5.3.1. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-6-nitro-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis01)

O OH
L X
0N aN3™0
Yontem 1°de belirtilen sentez yoOntemine gore gergeklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 5 ml (50 mmol) dikloroasetil kloriir, 8 g (50 mmol) 2-amino-4-nitrofenol, 7
ml (50 mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-5-
nitrofenil)asetamid elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,26 g (5 mmol) 2,2-
dikloro-N-(2-hidroksi-5-nitrofenil)asetamid ve 1,68 g (20 mmol) sodyum bikarbonat
kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi. %25

verimle 0,21 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 208-210 °C

Rt Degeri: 0.33 (S;)

Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhigi: CsHgN,Os; 210,14

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 209,41 (M*-H) (100%)

Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 4572 2.88 13.33
Bulunan : 4509 3.34 13.06

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm:5,63 (d, 1H, -CH protonu, J=6,4); 7,22
(s, 1H, O-H- protonu);7,77 (d, 1H, (5) aromatik proton, J=2,8); 7,86 (dd, 1H, (8) aromatik
proton, J,=8.4; J=2,2); 8,37 (d, 1H, (7) aromatik proton, J=6,4); 11,18 (s, 1H, N-H

protonu).

BC-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 90,529; 110,547; 117,882; 118,908;
127,282; 142,177; 146,364; 161,785
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IR Spektrumu: 3180-2978 cm™ O-H, N-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri

1679 cm™ Amid I band:

1498 cm™ N-H egilimi

1276 cm™aromatik C=C gerilimi

1399-1200cm™ C-N gerilimi ile simetrik NO; gerilimi
1015 cm™ C-O-C gerilimleri

747 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dist egilimleri

Default file
Sis01 179 (3.586) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES- |
209.41 8.01e5|
1001 ‘
w \
Yo
209.10 241.24
181.29 21029
153.38 ‘ 227.57
‘ | b 441.78
‘ ‘ 293.23
‘ P ‘ o 406.44413.30 | 446.68 o
|| i ‘ ! 325.26 | 361.51 Al ol 488.66
‘ 183.67 ‘ C 1 7" 8901 ’ 441.53_ {
O-betghrdery »JJMT«J. '/o,‘,,J,-‘%L Y .,Jl,..‘.,;, PR 11 PN SRR 1 DUPPRRPEPIY N NTRRITIN PO UUVEPRAIS SRUORPUN DVORD PO R0 M ‘I b a4 el m/z
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Sekil 5.8. Sis01 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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S1501

Sample Name:
SI801-b

Data Collected on:
mercury400-mercuryd 00

Archive directory:
/home/vnmrl/vimrsys/data

Sample directory:
S1501-b_20150831_01

PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: dmso
Data collected on: Aug 31 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width §402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

J

0l

Agilent Technologies

Sekil 5.9. Sis01 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

SIS01-

Sample Name:
81801-b

Data Collected om:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrays/data

Sample directory:
S1801-b_20150831_01

FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 31 2015

Temp. 25.0 C / 258.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

64 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243842 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

Agilent Technologies

Sekil 5.10. Sis01 Kodlu bilesige ait*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.11. Sis01 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.2. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-7-kloro-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis02)

1
ci X _o.__oH
L X
N73 0
65 4H3

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemine gore gerceklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 2,5 ml (25 mmol) dikloroasetil kloriir, 5 g (25 mmol) 2-amino-5-klorofenol,
4 ml (25 mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4-
klorofenil)asetamid elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,25 g (10 mmol) 2,2-
dikloro-N-(2-hidroksi-4-klorofenil)asetamid ve 1,68 g (20 mmol) sodyum bikarbonat
kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi.

%68.33 verimle 1,23 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 214-216 °C

Rt Degeri: 0.27 (S;)

Kapah Formiilii ve Molekiil Agirhgi: CgHgCINO3, 199,59

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 198,33(M*-H) (100%)

71



Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 48.14 3.03 7.01
Bulunan : 4779 3.14 717

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm:5,5 (s, 1H, -CH protonu); 8,10 (s, 1H,
O-H- protonu);6,93 (d, 1H, (5) aromatik proton, J=8,8); 7,05 (dd, 1H, (6) aromatik proton,
Jo=8.,8, J=2); 7,10 (d, 1H, (8) aromatik proton, J=1,6); 10,9 (s, 1H, N-H protonu).

3C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm: 90,238; 116,489; 117,343; 122,250;
125,862; 126,182; 141,430; 162,081

IR Spektrumu:3170-3032 cm™ O-H, N-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri
1671 cm™ Amid I band
1500 cm™ N-H egilimi
1399 cm™aromatik C=C gerilimi
1200-1220cm™ C-N gerilimi
1017 cm™ C-O-C gerilimleri
810-825 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dis1 egilimleri

Default file
SIS02 174 (3.486) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100, 19833

2: Scan ES-
2.51e6

200.37
201.33
1 561.65
239.54
301.19
t N84T 1022 52169 64115 678.38 77026 ggo.63 975.58. 0o 0o 1084.53
T 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sekil 5.12. Sis02 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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SIS0

Sample Name:
$I1S03-b
pata Collected on:

Agilent Technologies

mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SIS03-b_20150831_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: @mso

Data collected on: Aug 31 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759654 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

8 M JL—,‘_AK_J_J_J

Sekil 5.13. Sis02 Kodlu bilesige ait*H-NMR spektrumu

s1502

Sample Name:
S1503-b
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:

Agilent Technolagi

/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
SIS03-b_20150831_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Aug 31 2015

Temp. 25.0 € / 298.1 X
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.304 sec
Width 25125.6 Hz
960 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243840 muz
DECOUPLE H1, 400.1778555 MHz
Power 38 dB
continucusly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 40 min

T - T e .—,—,—J
NI B IR S e T T T T T T T T T T T
T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm

Sekil 5.14. Sis02 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.15. Sis02 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.3. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis03)

1
8 o_ oH
L E
N30
65 4H3

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemine gore gerceklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 2,5 ml (25 mmol) dikloroasetil kloriir, 5 g (25 mmol) 2-aminofenol, 4 ml (25
mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksifenil)asetamid
elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,25 g (10 mmol) 2,2-dikloro-N-(2-
hidroksifenil)asetamid ve 1,68 g (20 mmol) sodyum bikarbonat kullanildi. Sentezlenen
bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi. %76.4 verimle 0,66 g saf
bilesik elde edildi (151).

Erime Noktasi: 201-203°C (151)
R¢ Degeri: 0.3 (Sl)
Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhgi: CgH;NO3; 165,15

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 164,4(M*-H) (100%)
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Elementel Analiz; %C %H 9%N
Hesaplanan : 58.18 4.27 848
Bulunan : 58.21 4.43 8.53

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) é ppm:5,60 (s, 1H, -CH- protonu); 6,90-7,01
(m, 4H, (5,6,7,8) aromatik protonlar1); 7,90 (s, 1H, O-H protonu); 10,75 (s, 1H, N-H
protonu).

Sis03 112 (2.263) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES-
164.4 5.23e5
100-
, ‘
164.0
3
165.2
136.1 (
139.5
163.7 RGR -
N .
| ‘ 279.4 2836 | 3126
1 ‘166 0 246.5 265.9 ( 1500, 3458
3 181 6 1995 236 4 253 7 _— 5 ‘
: 2134 284.4 ‘ 353 8
156. 3 I 198 9 ‘ 230. 4 1, M L
L |TTA WI b L L 1| &Lﬁ N ' miz
140 160 ' 180 200 220 240 2 o ' 280 | 300 350 340

Sekil 5.16. Sis03 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.17. Sis03 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

5.3.4. 4-Etil-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis04)

1

8
O_OH
N

6 5 430

a CH,

b CH,
Yontem 1°de belirtilen sentez yontemine gore gerceklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 2,5 ml (25 mmol) dikloroasetil kloriir, 5 g (25 mmol) 2-aminofenol, 4 ml (25
mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksifenil)asetamid
elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,25 g (10 mmol) 2,2-dikloro-N-(2-
hidroksifenil)asetamid ve 1,68 g (20 mmol) sodyum bikarbonat kullanildi. Sentezlenen
bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi. %76 verimle 0,66 g saf
bilesik elde edildi. Ugiincii basamakda ise 0,82 g (5 mmol) 3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-
benzoksazin-3-on, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve 2,145 g (15 mmol) etil iyodiir
kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin etil asetat: n-hekzan (7:1) c¢oziicl
sisteminde kolon kromatografisi yontemi ile saflastirilarak %30,61 verimle 0,3 g saf

bilesik elde edildi.
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Erime Noktasi: 64-67 °C

RiDegeri: 0,33 (S;)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhigi: C1o0H;1NO3, 193,20

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 192,4(M*-H) (100%)
Elementel Analiz; C10H11NO3.0.09C,H50H.1C3HgO %C %H %N

Hesaplanan : 61.97 6.92 5.48
Bulunan : 61.68 6.99 5.61

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm: 1,35 (t, 3H, —CHs; protonu); 4,11 (q,
2H, (a), -CH; protonu); 4,45 (m, 1H, -CH protonu); 6,42 (s, 1H, -OH protonu); 6,87-7,05
(m, 3H, (5,6,7) aromatik protonlar); 8,23 (t, 1H, (8) aromatik proton).

3C.NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm: 14,574; 30,287; 47,623; 64,060;
111,945; 118,460; 120,533; 123,771; 147,165; 171,565

IR Spektrumu:3363-2877 cm™ O-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimler
1451 cmaromatik C=C gerilimi
1215 cm™ C-N gerilimi
1039cm™ C-O-C gerilimleri

726 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dis1 egilimleri
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lSiso“ 242 (2.440) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES-‘

2.15e6|
100, 1924 |
L ‘
‘ \
‘
} ‘ ‘ 250.6 3
‘ ‘
| ‘
‘ =/
| [ | ‘
‘ ‘ 250.4
‘ Y
191.9 ’
‘ 2323 ‘
193.4
| 251.4 |
232.1
175.3 i 356.7 >
foA4 ‘ 305.1 3222 3993 431.3| 4813 5074 5727 642.3 7314
‘ 3 %) 6255 719.6.
ok U V) TSP S § W SN TR Tl Rt R L 2 i miz
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Sekil 5.18. Sis04 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu

Sample Name: - Agilent Technologies
818-04

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
8I18-05_20170415_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 15 2017

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE Hl, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

] | . e

BB . LTS3 O 2 T i e o 2 7 ] PR L o e ) B 0 i ) 0 e Y B e e B P L T

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.19. Sis04 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu
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Sample Name:
sI8- 04

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SIS-05_20170415_01

FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 15 2017

Temp. 26.0 C / 299.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243774 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 4B

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

AN

A

Agilent Technologies

L L o B L B L L L L B B L B B B I UL IR R RN AR RN RN R

ppm

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Sekil 5.20. Sis04 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
=1
o
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Sekil 5.21. Sis04 Kodlu bilesige ait IRspektrumu
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5.3.5. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-7-metil-2H-1,4-benzoksazin-3-on(Sis05)

a 1

8
H4C O~__OH
L E

6 N30
5 44 3

Yontem 1°de belirtilen sentez yoOntemine gore gergeklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 5 ml (50 mmol) dikloroasetil kloriir, 9 g (50 mmol) 2-amino-5-metilfenol, 7
ml (50 mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4-
metilfenil)asetamid elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,25 g (5 mmol) 2,2-
dikloro-N-(2-hidroksi-4-metilfenil)asetamid ve 0,84 g (10 mmol) sodyum bikarbonat
kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi.

%S51.1 verimle 0,45 g saf bilesik elde edildi (152).
Erime Noktasi: 208-210 °C(208-211°C) (152)

Rt Degeri: 0,23 (S;)
Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhigi: CoHgNO3, 179,06

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 178,32(M*-H) (100%)

Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 60.33 506 7.81
Bulunan : 6043 533 7.71

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm:2,22 (s, 3H, —CHj; protonlar1);5,43 (s,
1H, -CH protonu); 7,86 (s, 1H, O-H- protonu);6,76-6,81 (m, 3H, (5,6,8) aromatik
protonlari); 10,66 (s, 1H, N-H protonu).
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Default file
SIS 05 208 (4.167) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES-
178.32 2.24e6
1004
178.52 ‘
178.03
%4
299.65
149.83
351.29
| [18923 462.35501.05 Lo S
276.46 | 330 49
201.96 276.217“1 j 392.23 TR T pa—
0 w‘ il ‘\J‘LH”‘YH‘. | i Ll U‘i," \;ll%] l\l ;‘L 4 lullLI T B y | ; L.( -+ " ! 1 -y
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 |

Sekil 5.22. Sis05 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu

1% Agilent Technologies

Sample Name:
s18 05

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/bome/vnmrl/vamrsys/data

Sample directory:
8IS07b_20151112 01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 12 2015

Temp. 25.0 C / 288.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759674 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

LI N L e By S B B [ e e
13 12 11 10 9 8

Sekil 5.23. Sis05 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu
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5.3.6. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-6-kloro-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis06)

1

8
(6] OH
L E
Cl

N 0
65 4H3

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemine gore gergeklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 5 ml (50 mmol) dikloroasetil kloriir, 7 g (50 mmol) 2-amino-4-klorofenol, 7
ml (50 mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-5-
klorofenil)asetamid elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,34 g (5 mmol) 2,2-
dikloro-N-(2-hidroksi-5-klorofenil)asetamid ve 0,84 g (10 mmol) sodyum bikarbonat
kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi.

%30.3 verimle 0,33 g saf bilesik elde edildi (153).
Erime Noktasi: 209-212 °C (210-215 °C) (153)

R¢ Degeri: 0,4 (S;)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: CsHgCINO3, 199,59

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 198,31 (M*-H) (100%)
Elementel Analiz;  CyH1:NO3.0.09C,Hs0H.0.09C3H:O  %C  %H %N

Hesaplanan: 4856 341 6.7
Bulunan: 49.11 355 6.86

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm:5,5 (s, 1H, -CH protonu); 8,07 (s, 1H,
O-H- protonu);6,94 (d, 1H, (5) aromatik protonu, J=2); 6,99 (dd, 1H, (7) aromatik
protonu, J=12, J=2,4); 7,03 (d, 1H, (8) aromatik protonu, J=8); 10,9 (s, 1H, N-H

protonu).
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Sekil 5.24. Sis06 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu

Sample Name:

SIS 06
Data Collected on:

mercury400-mercury400
Archive directory:

/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:

SIS08b_ 20151112 01
FidFile: PROTON 02

- Agilent Technologies

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected cn: Nov 12 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.55% sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759650 Miz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

A ! L }I. | :

LA I B B e L L L B L L L L
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.25. Sis06 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu
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5.3.7. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-5-metil-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis07)

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemine gore gercgeklestirilen reaksiyonun ilk
basamaginda, 5 ml (50 mmol) dikloroasetil kloriir, 9 g (50 mmol) 2-amino-3-metilfenol, 7
ml (50 mmol) trietil amin ve 20 ml dietil eter kullanilarak 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-6-
metilfenil)asetamid elde edildi. Reaksiyonun ikinci basamaginda 1,25 g (5 mmol) 2,2-
dikloro-N-(2-hidroksi-6-metilfenil)asetamid ve 0,84 g (10 mmol) sodyum bikarbonat
kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile kristallendirildi.

%52.4 verimle 0,65 g saf bilesik elde edildi.
Erime Noktasi: 175-179 °C

Rt Degeri: 0,33 (S3)
Kapah Formiilii ve Molekiil Agirhgi: CogHgNO3, 179,06

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 178,35(M*-H) (100%)
Elementel Analiz; C;oH11N0O3.0.09C,HsOH0.03H,0 %C %H %N

Hesaplanan: 59.96 5.26 7.61
Bulunan: 59.49 533 7.69

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm:2,22 (s, 3H, —CHj3 protonu);5,42 (s, 1H,
O-H protonu); 6,79-6,86 (m, 3H, (5,6,8) aromatik protonlar ); 7,83 (d, 1H, -CH- protonu,
J=6,4);10,24 (s, 1H, N-H protonu).

3C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 16,726; 90,025; 115,125; 122,540;
123,995; 124,521; 125,031; 140,805; 163,102
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IR Spektrumu:3203-3071 cm™ O-H, N-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri
1673 cm™ Amid I band:
1615 cm™ N-H egilimi
1479 cm ™ aromatik C=C gerilimi
1265 cm™ C-N gerilimi
1038 cm™ C-O-C gerilimleri

771 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dist egilimleri

Default file
[SIS07 223 (4.468) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES-
100, 178.35 9.44e6
178.11
178.56
| %
121.64
| 149;; o [17938
(. RAA 301.15338.59 357-25 461 :361\'70
\ Baadd Bl 21915 271.21 ‘ 47773 504,18
‘ U . : ‘ L L 378.57 417.90 452.40 .16 513.75
0 al. LIJ..A ].".upu.mu Jlln.n-AlAL‘LIJJK-‘A“LE‘_A.XWL;—YAJALKLLAL.LA;ALMM J,f, STV VTV TEN T T) TR VI 1L ,*J‘u.,‘.jqﬂ..u,‘lmkuw m/z

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525

Sekil 5.26. Sis07 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

Sample Name:
51507
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory: |
/home/vnmrl/vnmrsys/data
sample directory:
SISIIB_20160322 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 22 2016

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE ~ H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

=, o

Sekil 5.27. Sis07 Kodlu bilesige ait"H-NMR spektrumu

Sample Name: Agilent Technologies

s1507
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory
/home/vimzl/vomrsys/data
sample directory:
SISITB 20160322 01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (szpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 22 2016

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

448 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243840 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

B BB o o e e e R R R R R LB S o o o L L R A S

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.28. Sis07 Kodlu bilesige ait*C-NMR spektrumu

86



8|D i i i 1q]DI

Transmittance
8|D 1 1 1

%D i i i la’P

T T _J T T T T _ T 1T LI - 1 T
2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

T T T T T _ T 1T
3500 3000

Sekil 5.29. Sis07 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.8. 3,4-Dihidro2-hidroksi-4-metil-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis08)

1

8
o] OH
(L E
N ¢}
6 5 41\ 3
aCH3

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemi uygulanarak reaksiyonun ikinci basamagin sonunda
3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-onelde edildi. Uciincu basamak, elde edilen
saf bilesige (sis03) metilasyon islemi uygulanarak gerceklestirildi, reaksiyonda, 0,66 g (5
mmol) 3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on, 2,07 g (15 mmol) potasyum
karbonat ve 2,145 g (15 mmol) metil iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen

tirtin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢6ziicii sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 39,4

verimle 0,28 g saf bilesik elde edildi.
Erime Noktasi: 68-72 °C

Rt Degeri: 0,76 (S;)
Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhgi: CoHgNO3, 179,06

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 178,9 (M*-H) (30%)
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Elementel Analiz; %C %H 9%N
Hesaplanan : 60.33 5.06 7.82
Bulunan : 6145 566 7.17

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, CDCls) & ppm: 3,38 (s, 3H, —CHs protonu); 5,31 (s,
1H, -CH protonu);7-7,12 (m, 4H, (5,6,7,8) aromatik protonlar1); 7,25 (s, H, O-H protonu).

3C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 27,948; 55,653; 95,996; 115,275;
117,477; 123,223; 123,794; 140,802; 159,982

IR Spektrumu: 3070-2940 cm™ O-H, N-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri
1684 cm ™ aromatik C=C gerilimi
1415-1330cm™ C-N gerilimi
1021 cm™ C-O-C gerilimleri
941-804 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dis1 egilimleri

/ %
SIS08 419 (4.225) 1: Scan ES-
100, 1123 3.29e5
1125
126.7
126.8
126.9
1347 o
S 135.1 249.0
147.2
[169.4 307.6
| 178.9 2554
f i \ ‘ 241.7
1814 555 | || |
195.4 ’ |
| 2224 2%04 3087 s 550.6
} & e 18587 5036
{111t | 0773 3628 ..o 4498 e
I i 1 Al : 334.8 4556 493.4 574.0
{1 w_} Iif ‘ Mol il of v , J
I\‘.‘th "“ J. |! JI“” | 1 LG, LMD e 1) ’ il | : ’ | /2
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 - 525 550 575

Sekil 5.30. Sis08 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Sample Name:
81808
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data
Sample directory:
8IS12 20180412 01
FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
solvent: cdcl3
Data collected on: Apr 12 2018

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 5.31. Sis08 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Sample Name:
51508

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1/vamrsys/data

Sample directory:
SIS08_20180715_02

PidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Jul 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

192 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243789 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

||

Agilent Technologies
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Sekil 5.32. Sis08 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.33. Sis08 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.9. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-6-kloro-4-propil-2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis09)

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemi uygulanarak ilk basamaginda, Reaksiyonun ikinci
basamagin sonunda 3,4-dihidro-2-hidroksi-4-kloro-2H-1,4-benzoksazin-3-on elde edilidi.
Ugiincu basamak elde edilen saf bilesige (sis06) propilasyon islemi uygulanarak
gerceklestirildi, reaksiyonda, 1 g (5 mmol) 3,4-dihidro-2-hidroksi-4-kloro-2H-1,4-
benzoksazin-3-on, 2,07 g (15 mmol), potasyum karbonat ve (15 mmol) propil iyodiir
kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iirlin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢doziicii

sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 25 verimle 0,31 g saf bilesik elde edildi.
Erime Noktasi: 98-101 °C

Rt Degeri: 0,31 (S;)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C;:H;,CINO3, 241,67

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 240,6(M*-H) (100%)

90



Elementel Analiz; CyioH11NO3.0.09C,HsOH.C3HO 9% C 9%H 9% N
Hesaplanan: 56.04 6.14 4.6
Bulunan: 55.63 6.35 4.73

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) é ppm: 1,00 (t, 3H, —CHj3 protonu); 1,75 (m,
2H, (b), -CH- protonu);4,00 (t, 2H, (a), -CH, protonu); 4,45 (g, 1H, —CH protonu); 6,5 (s,
1H, -OH protonu); 7,05-7,09 (d, 2H, (5,7) aromatik protonlari, J=8); 8,32 (t, 1H, (8)

aromatik protonu).

3C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 30,229; 47,382; 67,682; 70,060;
113,129; 117,663; 122,982; 128,095; 146,010; 172,010; 205,637

IR Spektrumu:3378-2879 cm™ O-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri
1526 cmaromatik C=C gerilimi
1415-1330cm™ C-N gerilimi
1207 cm™ C-O-C gerilimleri
874-803 cm™ benzen halkas1 =C-H diizlem dis1 egilimleri

83
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Sekil 5.34. Sis09 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

Sample Name:
SIS09

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomr1l/vamrsys/data

Sample directory:
SIS17_20160610_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 10 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min 31

-

Sekil 5.35. Sis09 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

Sample Name:
SIS0

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
SIS17_20160610_01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 10 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1256 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243832 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 B

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 50 min

il

‘—v—r‘l_rvvlvwll|v|r|[|\n1|v.‘|[v.v\]\wH[\\rl[vl|\]11\|||\|V]v|vv||x!||ll|v[1|xv‘||1||vllv‘r:\v[r\\w’\4|w‘llvv‘ivv|[vv||‘1|yT‘|—r—V‘
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Sekil 5.36. Sis09 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.37. Sis09 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.10. 3,4-Dihidro-2-hidroksi-4-etil-6-kloro -2H-1,4-benzoksazin-3-on (Sis10)

1

8
O~ _~OH
WL E
| N
C65 4|3O

H,C P
’a \CHS

Yontem 1°de belirtilen sentez yontemi uygulanarak ilk basamaginda, Reaksiyonun ikinci
basamagin sonunda 3,4-dihidro-2-hidroksi4-kloro-2H-1,4-benzoksazin-3-on elde edilidi.
Ugiincu basamak elde edilen saf bilesige (sis06) etilasyon islemi uygulanarak
gerceklestirildi, reaksiyonda, 0,66 g (4 mmol) 3,4-dihidro-2-hidroksi4-kloro-2H-1,4-
benzoksazin-3-on, 2,07 g (15 mmol), potasyum karbonat ve (15 mmol) etil iyodiir
kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iirlin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢dziicii

sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 20,2 verimle 0,15 g saf bilesik elde edildi.
Erime Noktasi: 100-103 °C

Rt Degeri: 0,22 (S;)

Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C10H;0CINO3, 227,64

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X): 226,6 (M*-H) (100%)
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Elementel Analiz; Cy1oH11NO3.0.01C,HsOH.C3HO %C %H %N

Hesaplanan: 54.64 565 4.89
Bulunan: 54,24 584 5.09

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 1,35 (t, 3H, —CH3 protonu); 4,12 (q,
2H, -CHyprotonu);4,45 (m, 1H, -CH protonu); 6,45 (s, 1H, -OH protonu); 7,07 (s, 2H, (5,7)
aromatik protonlar); 8,31 (s, 1H, (8) aromatik proton).

B3C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 30,237; 47,367; 67,682; 113,220;
117,769; 122,997; 128,064; 145,903; 172,010; 205,668

IR Spektrumu:3360-2980 cm™ O-H, aromatik C-H, alifatik C-H gerilimleri
1530 cm‘aromatik C=C gerilimi
1209 cm™ C-N gerilimi
1045 cm™ C-O-C gerilimleri
784 cm™ benzen halkasi =C-H diizlem dis1 egilimleri

!3|s 10 129 (2.608) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 2: Scan ES-

\
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| 1°%] ‘ 284.7 |
\
o |
‘ ‘ 1985 | ‘ i
i | |
o | |
Lt |
| R : ‘
=
B I |
|
s |
‘ 4857 541.8
| 2ess 4 ‘ |
| | | |
132.7 4837 | j
(19841 320.7 | \
1 | B22.4 1547.6
% 483.4 ( 11
| 4239 ‘ 670.0 706.9 8437 9361 Lk 1299.9 13578
| ] ‘ 1 | 1224.0
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Sekil 5.38. Sis10 Nolu bilesigin kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

Sample Name:
s1s10

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl /vnmrsys/data

Sample directory:
SIS19_20160610_01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 10 2016

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: wvomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  HL, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

J L LL,LM

Sekil 5.39. Sis10 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

Sample Name:
81810

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SIS19_20160610_01

FidFile: CARBON_O01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jun 10 2016

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1256 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243847 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 50 min

Il

L L L L B L L B L L B I I I B
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220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 5.40. Sis10 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.41. Sis10 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.11. Etil 3,4-dihidro-7-kloro -3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis11)

d o)

8 Ho &l @
CI\@O\I/;CHZ——C—O“CHZ—*CW,
6 N o
5 H

Yontem 2’de gerceklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-kloro-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoilJakrilat elde edildi. Sentez igleminin {giinci
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi ve elde edilen ham iiriin hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 48 verimle 1,2 g saf bilesik elde edildi (154).

Erime Noktasi:160 - 164 °C (161 - 163 °C)(154)

R¢ Degeri: 0,33 (S;)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C,,H;,CINO,; 269,68

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 268,3 (M*-H) (%100)
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Elementel Analiz; C12H12CINO4.0.09H,O0 %C %H %N
Hesaplanan : 53,09 4,52 5,16
Bulunan : 525 452 5,28

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); 6 ppm; 1,17 (t, 3H, (a) —CH3 protonu); 2,88-
3,02 (dd, 2H, -CHy(c) protonu, J,=8, Jn=4,4);4,07 (g, 2H, -CHy(b) protonu); 4,97 (dd, 1H,
—CH protonu, J,=8, J;=4,8); 6,88 (d, 1H, aromatik proton,J,=9,2); 6,99-7,02 (m, 2H,
aromatik protonlar); 10,86 (s, 1H, N-H protonu).

Sis 20- 501 (5.052) 1: Scan ES-
100 268.4 1.45¢6
el

]

\ 268.2

‘ \'

$,

270.4
222.3
112.8

w 1 222.0
(RS 140.9 571.6 998.4
| 2711 5364 4170 |
[ qlf | 1e20 2 290 ‘ 515.5

4 271.6 625.1

Lol “l‘ \h o J‘ J “ 498.1 | t 907.7g55.2:
i‘ 0 i dlﬁul Ji‘m\m {M;.lm E“JHJLLJI“JIIL ‘Llh Iu PRSI WY TR i | J bl J\l[\ Al LJ - et e ) m/z‘
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Sekil 5.42. Sis11 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

13 12 11 10 B 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.43. Sis11 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

5.3.12. Etil 4-etil-7-kloro-3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat(Sis12)

d 0
8 Ho &l b a
uﬁoimz——c—o—cm——ws
6 N" o
5 |
ecl:H2

f CH,

Yontem 2°de gergeklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-kloro-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoilJakrilat elde edildi. Sentez isleminin {giinci
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi ve elde edilen ham iiriin hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 48 verimle 1,2 g saf bilesik elde edildi. Son basamakta etilasyon islemi
uygulanarak gerceklestirilen reaksiyonda, 1,2 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-7-kloro-3-okso-
2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve (15 mmol) etil
iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen {iriin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢oziicii

sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 30 verimle 0,4 g saf bilesik elde edildi.
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Erime Noktasi: 84-86 °C
Rf Degeri: 0,48 (Sl)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C14H:6CINO,; 297,73

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 296,7 (M*-H) (100%)

Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 56.47 541 47
Bulunan : 56.26 553 473

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm;1,09-1,17 (m, 6H,(a ve f) -
CHgprotonu); 2,95 (g, 2H, (b) -CHzprotonu); 3,90 (g, 2H, (e) -CHy); 4,06 (q, 2H, (c) -CHy);
4.98 (t, 1H, -CH); 7,05 (d, 1H, (8) aromatik protonu, J,=1,6); 7,10 (dd, 1H, (6) aromatik
protonu, J=8.4; Jn=2,4); 7,21 (d, 1H, (5) aromatik protonu, J;=S8,4).

3C.NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) 6 ppm: 12,025; 13,899; 35,563; 35,906;
60,275; 73,108; 116,352; 116,558; 122,471; 126,853; 127,104; 144,623; 163,574; 169,122

IR Spektrumu:3354-2898 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H
1720-1686 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=O ile ester
fonksiyonelgrubuna ait C=0 gerilimleri
1560 cm*aromatik C=C gerilimi
1375 cm™ C-N gerilimi
1142-1043 cm™ C-O-C gerilimi

792 cm™ benzen halkas1 -C=H diizlem dis1 egilimi
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Sekil 5.44. Sis12 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu

Sample Name:
51812

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SIS20a_20180223_01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2Zpul)

Solvent: dmso

Data collected on: Feb 23 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
heg. time 2.559 sec
Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

H1, 400.1755761 MHz

b

Agilent Technologies
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Sample Name:
81812
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl /vnmrsys/data
Sample directory:
SI820a_20180223_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 23 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

384 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243832 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 26 min

- " i abe o L Ll gl oual

Agilent Technologies
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Sekil 5.46. Sis12 Kodlu bilesige ait **C-NMR spektrumu
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Sekil 5.47. Sis12Kodlu bilesige ait IRspektrumu
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5.3.13. Etil 4-metil-7-kloro-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis13)

d 0
8 Ho &l b a
uﬁoiwz——c—o—wz——ms
6 N" o
5 |
e CH,

Yontem 2°de gergeklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-kloro-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoil]akrilat elde edildi. Sentez isleminin {igiincii
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-kloro-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi ve elde edilen ham iriin hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 48 verimle 1,2 g saf bilesik elde edildi. Yontem 2’de belirtilen sentez
yontemi uygulanarak etil 3,4-dihidro-7-kloro-3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetatelde
(sis11) edildi. Son basamakta metilasyon islemi uygulanarak gerceklestirilen reaksiyonda,
1,2 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-7-kloro-3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15
mmol) potasyum karbonat ve (15 mmol) metil iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde
edilen iiriin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢6ziicii sisteminde kolon kromatografi yontemiyle %

35,7 verimle 0,45 g saf bilesik elde edildi.

Erime Noktasi: 92-95 °C

R¢ Degeri: 0,57 (Sl)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C13H;4CINO,4;283,71

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 282,2 (M*-H) (%10) ; 306,4(M*+Na)(%65)
Elementel Analiz; C13H14CINO4.0.07H,O  %C %H %N

Hesaplanan: 54.79 5 4.91
Bulunan: 5430 5.09 4.92

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); 6 ppm;1,16 (t, 3H, (a) -CHzprotonu); 2,95 (q,
2H, (b) -CHyprotonu); 3,25 (s, 3H, (e) -CHgprotonu); 4,07 (dd, 2H, (c) -CHprotonu); 5,00
(t, 1H, -CH protonu); 7,05 (d, 1H, (8) aromatik proton, J,=2); 7,11 (dd, 1H, (6) aromatik
proton, J,==38,8; J,=2); 7,16 (d, 1H, (5) aromatik proton, J,=S8,8).
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BC-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm:13,942; 28,276; 35,682; 60,334;
73,242; 116,235; 116,555; 122,407; 126,995; 128,534; 144,376; 164,181; 169,195

IR Spektrumu:

/

3350-2835 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H

1722-1690 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=O ile ester
fonksiyonel grubuna ait C=0 gerilimleri

1420 cm*aromatik C=C gerilimi

1375 cm™ C-N gerilimi

1153-1050 cm™ C-O-C gerilimi

887 cm™ benzen halkasi -C=H diizlem dis1 egilimi

" |Sis'13457 (4.608) 1: Scan ES+
100 303.4 NI 3.52e6
e 1446.1
303.2
‘ } 4449
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122.8 i
‘ o 1446 .6
125.9 1446.8
|
‘ 409.2
‘ 1
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Sekil 5.48. Sis13 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu(M*+Na)
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Sample Wame:
s1s13

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Azchive directery:
/home/vnmrl/vonrsys/data

Sample dirsctory:
51520b_20180208_01

Fidrile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 8 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acq. time 2.559
Width §402.0 Hz
8 repetitions
OBSERVE  HI, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Sekil 5.49. Sis13 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

Sample Name:
SIS 13

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
SIS20b_20180208_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 8 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.304 s
Width 25125.6 Hz
192 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243789 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 10 min

T T T

LN L L L L L L L L
180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

Sekil 5.50. Sis13 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.51. Sis13 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.14. Etil 3,4dihidro-7-metil -3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis14)

d 0
e 8 g ¢ b a
Hsc\(:[oicwlz——c—o—(:HZ——CH3
6 N~ ~o
5 H

Yontem 2’de gerceklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat elde edildi. Sentez isleminin {giinci
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile

kristallendirildi. % 68 verimle 1,7 g saf bilesik elde edildi (155).
Erime Noktasi: 124 - 127 °C (124-125 °C) (155)

Rt Degeri: 0,45 (S;)
Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C13H15NOy; 249,26

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 272,6 (M*"+Na)(%100)
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%C %H %N
6,07 5,62
6,22 5,48

Elementel Analiz;
Hesaplanan : 62,64

Bulunan : 62,82

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm; 1,17 (t, 3H, (a) —CHj protonu); 2,2 (s
3H,(e) —CHg3 protonu); 2,80-2,97 (q, 2H, (b) -CH,- protonu);4,08 (dd, 2H, (c) -CH.-
protonu, Jo=16, J,=7,2); 4,83 (dd, 1H, —CH protonu, J=7,2, J,=4.,4); 6,72-6,78 (m, 3H

(5,6,8) aromatik protonlari).

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X);272,6 (M*+Na)(%100)

s ST s LN

|SIS 14 450 (4. 538) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
100 272, :
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‘ ‘ ‘ 394.4 j
fle | |
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Sekil 5.52. Sis14 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu(M*+Na)
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Agilent Technologies

Sample directory:
SIS21 20180124 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 24 2018

Temp. 40.0 C / 313.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

B R 1o P R R P R T I O [N O S e T LS e

13 12 11 10 9 8 7 6

| - 'JN““% .

2 1 0 -1 ppm

Sekil 5.53. Sis14 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

5.3.15. Etil-4-etil-7-metil-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis15)

d 0
e g H C I b a
H3C\(>OICHZ——C—O-CHZ—‘CH3
6 N" o
5 I
fCH,
g CH,4

Yontem 2’de gerceklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat elde edildi. Sentez isleminin {giinci
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 68 verimle 1,7 g saf bilesik elde edildi. Son basamakta etilasyon iglemi
uygulanarak gergeklestirilen reaksiyonda, 1,25 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-7-metil-3-okso-
2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve (15 mmol) etil
iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iirlin etil asetat: n-hekzan (7:1) ¢oziicii

sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 39,5 verimle 0,55 g saf bilesik elde edildi.
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Erime Noktasi: 125-128 °C

Rf Degeri: 0,75 (Sl)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhigi: C15H19NQOy4, 277,32

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X) : 278,5 (M*+H) (100%)
Elementel Analiz; CisH1gNO4.0.09H,O0 9%C %H %N

Hesaplanan: 6458 6.93 5.02
Bulunan: 6409 7.1 5.06

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm;1,26 (t, 3H, (a) -CHaprotonu); 1,36 (t,
3H, (g) -CHsprotonu); 2,27 (s, 3H, () -CHsprotonu); 4,08 (g, 2H, (b) -CHzprotonu); 4,20
(9, 2H, (f) -CHyprotonu); 6,69 (dd, 2H, (c) -CH; protonu, J,=20, J,=15,2); 6,87 (s, 1H, -
CH); 7,52 (d, 1H, (5) aromatik proton, J=15,6); 7,88 (d, 1H, (6) aromatik proton, J=7,6);
9,62 (s, 1H, (8) aromatik proton).

BBC.NMR Spektrumu (Int. TMS, CDCls) & ppm: 14,153; 14,900; 21,438; 61,246;
64,203; 111,753; 119,853; 121,308; 124,631; 130,818; 134,583; 137,029; 147,217
160,888; 165,643

IR Spektrumu: 3375-2899 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H
1690-1675 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=0 ile ester
fonksiyonel grubuna ait C=0 gerilimleri
1526 cm ™ aromatik C=C gerilimi
1287 cm™ C-N gerilimi
1161-974 cm™ C-O-C gerilimi

821 cm™ benzen halkas1 -C=H diizlem dis1 egilimi
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Sample Name:
8IS15

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
SIS15_20180715_01

FidPile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
* Data collected on: Jul 15 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

LIS e e e e e

13 12 11 10 9 8 7

|sis 15 506 (5.102) 1: Scan ES+
2.33e7
100_‘ 78.5
|
*_
2324
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127.1 279.5
300.3
179.3504.3 et 574.7 639.6
0 e L‘LL L1, " A A o AL . . . v > 4 - - - - miz
100 200 300 400 500 600 800 900 1000 1100 |
Sekil 5.54. Sis15 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
Agilent Technologies

Sekil 5.55. Sis15 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu
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Agilent Technologies

Sample Name:
8is 15

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
Siszla_20180309_01

FidFile: curremt

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 9 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

1728 repetitions

OBSERVE €13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536
Total time 1 hr, 20 min

Ai“

R B e R e L R RN R R AR RN R RN RN
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

L O L L L R L

Sekil 5.56. Sis15 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.57. Sis15 Kodlu bilesige ait IR spektrumu
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5.3.16. Etil 4-metil-7-metil-3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat(Sis16)

0
c b a

d
H
iCHZ—‘C—O—CHZ—‘CH3

l}l O

f CHy

Yontem 2’de gergeklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-5-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil Jakrilat elde edildi. Sentez isleminin {igiincii
basamaginda 2,51 g etil 3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 68 verimle 1,7 g saf bilesik elde edildi. Son basamakta metilasyon
islemi uygulanarak gerceklestirilen reaksiyonda, 1,24 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-7-metil-
3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve (15 mmol)
metil iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin etil asetat: n-hekzan (7:1)

¢oziict sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 22,7 verimle 0,29 g saf bilesik elde
edildi.

Erime Noktasi: 63-66 °C

Rt Degeri: 0,67 (S)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C14H17NQOy4, 263,29

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 264,3 (M*+H) (50%)
Elementel Analiz; Ci14H17NO4.0.05H,0 9%C %H %N

Hesaplanan: 63.64 6.52 5.3
Bulunan: 63.23 6.77 5.33

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm;1,16 (t, 3H, (a) -CHs protonu); 2,21 (s,
3H, (f) -CHjs protonu); 2,80-2,98 (d, 2H, (c) -CH, protonu, J=7,6); 3,23 (s, 3H, (e) -CH3
protonu); 4,06 (q, 2H, (b) -CH, protonu); 4,87 (dd, 1H, -CH protonu, J=5, Jn=4.,4); 6,76
(s, 1H, (8) aromatik proton); 6,84-6,87 (dd, 1H, (6) aromatik proton, J.=4,8, J»=0,8); 7,01
(d, 1H, (5) aromatik proton, J=8).
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C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 13,965; 20,198; 28,131; 35,667;
60,265; 73,181; 115,061; 116,761; 123,131; 126,941; 133,091; 143,424; 164,280; 169,332

IR Spektrumu:

= s - —

SIS21b 492 (4.961) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

3354-2885 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H

1722-1682 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=0O ile
esterfonksiyonel grubuna ait C=0 gerilimleri

1511-1500 cm*aromatik C=C gerilimi

1313 cm™ C-N gerilimi

1287-1159 cm™ C-O-C gerilimi

799 cm™ benzen halkasi -C=H diizlem dis1 egilimi

1: Scan ES+ |
<t 286.4 6.59e7
218.3
218.5
. 264.3
‘287.5
219.3 ‘
‘ 415.
176.3 | 3074 5:158 ol
; 1784718 | 470 P24 | ] | 854077 [P g 5335%4P0 o5 6 6126 6508 7231 7416
L et ey { Aty T Ty et M2
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Sekil 5.58. Sis16 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Sample Name:
51816

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data

Sample directory:
$is21b_20180302_01

Fidrile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 2 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Agilent Technologies

Sekil 5.59. Sis16 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Sample Name:
sis 16

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data

sample directory:
Sis21b_20180302_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 2 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

192 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243774 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 40 min

|

Agilent Technologies

LI LI L L L A UL ELLRURE UL R SR R R

2 L L BB BB
T | T T T T T T T T T

220 200 180 160 140 120

60 40 20 0 ppm

100 80

Sekil 5.60. Sis16 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.61. Sis16 Kodlu bilesige ait IRspektrumu

5.3.17. Etil 3,4dihidro-7-metil -3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis17)

d )
8 H ¢ [| b a
6 N~ "0
H
CH,4
€

Yontem 2°de gergeklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-3-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat elde edildi. Sentez isleminin fgiinci
basamaginda 2,5 g etil 3-[(2-hidroksi-6-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile

kristallendirildi. % 56 verimle 1,4 g saf bilesik elde edildi (154).
Erime Noktasi: 129 - 133 °C (131 - 134 °C) (154)

Rt Degeri: 0,65 (S;)
Kapali Formiilii ve Molekiil Agirhigi: C13H1sNOy; 249,26

Kiitle Spektrumu (ES+) m/z (%X); 272,4 (M*+Na) (100%)
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Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 62,64 6,06 5,61
Bulunan : 62,25 6,45 5,66

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm; 1,16 (t, 3H, (a) —CHj; protonu); 2,21
(s, 3H, () —CHg3 protonu); 2,79-2,99 (dd, 2H, (c) -CH,- protonu, J,=13,2, J=7,2);4,06 (q,
2H, (b) -CH,- protonu); 4,78 (dd, 1H, —CH protonu, J=5,8, J+=4,4); 6,73-6,83 (m, 3H,
(6,7,8) aromatik protonlar); 10,23 (s, 1H, N-H protonu)

Sis 17493 (4.971) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
‘1007 27%4 LQOeZ
204.2 ' '

| | |
204.5 l

%

| 250.4
“ J 250.2 ’
“ 1‘ 273.3 313.5
! 162.1 ges 2743;13 e 5o A 583 6 ‘
“134 .0 L162 6 ‘ 206.1 % 314. 2350 3 ‘38‘?}393 9 ?32 5 ?59 6v 502 221: 7543 X 7 6 ® 605 7 630, 76;9 5’

125 150 175 200 225 250 - 275 300 325 350 375 400 4é5 450 475 500 - 525 550 575 600 625 650

Sekil 5.62. Sis17 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

/home/vamrl/vamrsys /data
Sample directory:
zzzzzzzzzzzzzzz

: PROTON (s2pul)}

ted on: Feb 27 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmm

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2.559 sec

sssssssssss

P N O Y 110

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1 PpPm

Sekil 5.63. Sis17 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

5.3.18. Etil 4-etil-5-metil-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat (Sis18)

d Q

8 Ho ¢l b a
7 OiCHZ'—‘C"O‘CHZ’CH3
6 N o

© CH, fCH,

g CH,4
Yontem 2’de gerceklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-3-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil]akrilat elde edildi. Sentez isleminin {igiinci
basamaginda 2,5 g etil 3-[(2-hidroksi-6-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 56 verimle 1,4 g saf bilesik elde edildi. Son basamakta etilasyon islemi
uygulanarak gergeklestirilen reaksiyonda, 1,24 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-5-metil-3-okso-
2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve 2,145 g (15 mmol)
etil iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin etil asetat: n-hekzan (7:1)

¢oziicii sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 23,9 verimle 0,33 g saf bilesik elde
edildi.
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Erime Noktasi: 82-85 °C

Rs Degeri: 0,84 (Sl)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhigi: C15sH19NQOy, 277,32

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 278,4 (M*+H) (90%)

Elementel Analiz; %C %H %N
Hesaplanan : 64.96 6.9 5.05
Bulunan : 6498 7.17 511

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, CdCls); & ppm;1,10 (t, 3H, (a) -CHaprotonu); 1,28 (t,
3H, (g) -CHs); 2,38 (s, 3H, (e) -CHj3 protonu); 2,84 (q, 2H, (b) -CH, protonu); 3,76 (q, 2H,
-CH,, protonu); 4,16-4,29 (q, 2H, (f) -CHgprotonu); 4,64 (dd, 1H, -CH protonu, J,=7,6
Jrn=2); 6,87-6,97 (m, 3H, (6,7,8) aromatik protonlari).

BC.NMR Spektrumu (Int. TMS, CdCls) 8 ppm: 13,246; 14,161; 20,562; 35,261;
40,123; 60,888; 74,482; 114,755; 124,745; 126,719; 128,380; 128,936; 149,198; 167,891;
170,123

IR Spektrumu:3010-2922 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H
1735-1669 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=0 ile ester fonksiyonel
grubuna ait C=0 gerilimleri
1470-1420 cm*aromatik C=C gerilimi
1373 cm™ C-N gerilimi
1177 cm™ C-O-C gerilimi
792 cm™ benzen halkas1 -C=H diizlem dis1 egilimi
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SIS18 516 (5.203) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
300.6 1.797
100+
300.4
2323 o784
300.2
°\°<
s 301.4
125.9 : 3414 3626
157.5179.5 1003  [234.4 302.3 Ees.«: 4036 281 4774 577.7
! R AP W Y e I IR | O O A w1 s, o D2B0 D38 ¢ )7, 590.5 0236
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Sekil 5.64. Sis18 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu

i~ Agilent Technologies

Sample Name:
sis

Data Collected on:
mercury400-mereury400

Archive directory:
/home/vanrl/vnmrsys/data

sample directory:
Sis22a_20180307_01

FidPile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdold
Data collected en: Mar 7 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 X
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degress

Acg. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

© repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

PT size 32768

Total time 0 min 31 sec

M

e e A T m A
2 1 0 -1 ppm

LI I

LI e e

7 6 5 4 3

B LA s L R

13 12 11 10 9

Sekil 5.65. Sis18 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu
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Sample Name:
s8is 18

Data Collectsd on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vomrl/vnmrsys/data

sample directory:
sisz2a_20180307_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Mar 7 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

704 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 30 min

|

|

Agilent Technologies

R NN N R RN RN RN R LB L B R L

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 5.66. Sis18 Kodlu bilesige ait'*C-NMR spektrumu

0

Transmittance
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Wavenumber {(cm-1)

Sekil 5.67. Sis18 Nolu bilesige ait IR spektrumu
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5.3.19. Etil 4-metil-5-metil-3-okso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat(Sis19)

d 0
8 H C [| b a
6 I}l o
€ CH; CH,

f

Yontem 2’°de gergeklestirilen reaksiyonlarin ilk basamaginda 2,21 g monoetil fumarat, 2,26
g 2-amino-3-metil-fenol, 1,97 g sodyum bikarbonat kullanildi. Bu reaksiyon sonucunda
etil-3-[(2-hidroksi-4-metil-fenil)karbamoil Jakrilat elde edildi. Sentez isleminin {igiincii
basamaginda 2,5 g etil 3-[(2-hidroksi-6-metil-fenil)karbamoil]akrilat ve 1,91 g potasyum
karbonat kullanildi. Sentezlenen bilesik hekzan ve etil asetat solvan sistemi ile
kristallendirildi. % 56 verimle 1,4 g saf bilesik elde edildi. Son basamakta metilasyon
islemi uygulanarak gerceklestirilen reaksiyonda, 1,24 g (5 mmol) etil 3,4-dihidro-5-metil-
3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat, 2,07 g (15 mmol) potasyum karbonat ve 2,145 g (15
mmol) metil iyodiir kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen {iriin etil asetat: n-hekzan
(7:1) ¢oziicii sisteminde kolon kromatografi yontemiyle % 28 verimle 0,35 g saf bilesik
elde edildi.

Erime Noktasi: 65-68 °C

R¢ Degeri: 0,78 (S1)
Kapal Formiilii ve Molekiil Agirhgi: C14H;7NOy; 263,29

Kiitle Spektrumu (ES-) m/z (%X); 286,4 (M*+Na) (100%)

Elementel Analiz; %C %H 9%N
Hesaplanan : 63.86 6.5 5.3
Bulunan : 63.61 6.77 5.35

'H-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO); & ppm;1,28 (t, 3H, (a) -CHsprotonu); 2,41 (s,
3H, (f) -CHsprotonu); 2,81-2,87 (q, 2H, (b) -CH,protonu); 3,11-3,17 (dd, 2H, (c) -CHy,
protonuJ,=16,6, J=5,6); 3,38 (s, 3H, (e) -CHgsprotonu); 4,72 (dd, 1H, -CH,
protonuJ,~16,8, J,—=7,6); 6,86-6,97 (m, 3H, (6,7,8) aromatik protonlar1)
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C-NMR Spektrumu (Int. TMS, DMSO) & ppm: 14,161; 20,524; 34,705; 35,322;
60,926; 74,383; 114,686; 124,699; 126,833; 127,801; 130,635; 147,979; 167,845; 170,062

IR Spektrumu:2983-2935 cm™ alifatik C-H ve aromatik C-H
1736-1673 cm™ amid fonksiyonel grubuna ait C=0 ile ester
fonksiyonel grubuna ait C=0 gerilimleri
1474-1366 cm aromatik C=C gerilimi
1351-1183 cm™ C-N gerilimi
1114-1030 cm™ C-O-C gerilimi
784 cm™ benzen halkasi -C=H diizlem dis1 egilimi

“
Sis.19 477 (4.810) Cn (Cen 2, 80.00, Ht) |
100+ 1: Scan ES+* |

4.13e7|

|
287.3

‘

219.2 ‘ |

18692203 L 3275 [
3663 4151 526.8 ,549.6

S 1 4523 - S11462446558 737378868004 8663 ‘

oy b - e iz

cp i 350 400 | 450 "500 550 600 630 | 700 | 780 800 850

Sekil 5.68. Sis19 Kodlu bilesige ait kiitle spektrumu
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Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mereury400
Archive directory:
/home /vamrl /voms sys /data
Sample directory:
8is22b_20180410_02
PidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdol3
Data collected on: Apr 10 2018

Temp. 25.0 € / 288.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Widrh 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Sekil 5.69. Sis19 Kodlu bilesige ait'H-NMR spektrumu

Agilent Technologies

Sample Name:
sis 19

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
Sis22b_20180410_02

PidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdecl3
Data collected on: Apr 10 2018

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 20 min

| | . |

IEEEES REREEER

LB L L L L L L BB B

120 100 80 60 40 20 0 ppm

L B L L L B L B L L LB

220 200 180 160 140

Sekil 5.70. Sis19 Kodlu bilesige ait*C-NMR spektrumu
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Sekil 5.71. Sis19 Nolu bilesige ait IR spektrumu
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5.4. Elde Edilen Bilesiklerin Gozlenen Mikrobiyolojik Etkileri

Sentezlen bilesiklerin ve standart antibiyotiklerin, E.coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ve Candida albicans ATCC 10231 bakterilerinekars1 MIK degerleri Cizelge

5.2’ de verilmistir.

Cizelge 5.3. Sentezlenen bilesiklerin ve standart antibiyotiklerin MIK degerlei

A B C D E F G | H [ J
Sis01 32 64 - - - R 2| - R R
Sis02 32 - - - - - 32 | - - -
Sis03 32 - - - - - 64 - - -
Sis04 64 - - - - - 64 - - -
Sis05 64 - - - - - 64 - - -
Sis06 ) = 3 = = g - - - -
Sis07 = - - - - F - - - -
Sis08 - - - - - - - - - -
Sis09 - - - - - - 64 - - -
Sis10 64 - - - - - 64 - - -
Sis11 - - - 32 - - 64 | - - -
Sis12 - - 3 > - - - - - -
Sis13 - - - - - - - - - -
Sis14 - - - - - - - - - -
Sis15 - - - - - - - - - -
Sis16 - - - - - - - |- - -
Sis17 - - - - - 64 - | - - -
Sis18 - - - - - 64 - - - -
Sis19 - - - - 64 64 - - - -
Gentamisin 0,25 <0,125 0,5 16 0,125 2 4 | >16 - -
Ampisilin 2 4 - - 0,5 2 0,5 2 - -
Seftazidim <0,125 1 1 >16 4 >16 - - - -
Meropenem | <0,03125 | <0,03125 | <0,03125 | <0,03125 | <0,03125 0,5 2 2 - -
Siprofloksasin | <0,0156 | <0,0156 0,125 <0,0156 0,125 0,125 |0,25 | 0,25 - -
Azitromisin - - - - 0,5 0,5 - - - -
Klaritromisin - - - - <0,0156 | <0,0156 - - - -
Flusitozin - - - - - - - - <0,125 | <0,125

A: E.coli ATCC 25922, B: E.coli izolat, C: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, D: P.aeruginosaizolat, E:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, F: S.aureus izolat, G: Enterococcus faecalis ATCC 29212, H: E.faecalis izolat,
I:Candida albicans ATCC 10231, J:Candida albicans izolat
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Acinetobacter baumannii-1 izolat: i¢in Meropenem, Azitromisin ve Klaritromisin MiK
degerleri sirastyla; 128 pg/ml, <0,0156 pg/ml ve <0,0156 pg/ml’dir. izolat meropeneme

direngli, azitromisin ve klaritromisine duyarhdir.

Acinetobacter baumannii-2 izolat1 icin Meropenem, Azitromisin ve Klaritromisin MIK
degerleri sirastyla; 64 ug/ml, <0,0156 pg/ml ve <0,0156 pg/ml’dir. Izolat meropeneme

direncli, azitromisin ve klaritromisine duyarhdir.

Maddelerle meropenem kombinasyonlarinda her iki izolat i¢in de, meropenem MIK

degerini direng sinirinin altina diisiiren bir etki goriilmemistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Ik olarak bitkilerden izole edilen 2,4-dihidroksi-1,4-benzoksazin-3-on tiirevi bilesiklerde
antibakteriyel etkinin saptanmasi ile 1,4-benzoksazin dikkati ¢eken bir halka sistemi
olmustur. 1985 yilinda bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanan
ofloksazin bilesigi yapisinda 1,4-benzoksazin halka sistemini tagimaktadir. Ofloksazin

bilesigi, antibakteriyel aktivitesini DNA giraz enzimini inhibe ederek gostermektedir (68).

Yeni antibakteriyel etkili bilesiklerin gelistirilmesinde bakteriyel topoizomeraz I enzimi
oldukca 6nemli hedef enzimlerinden biridir. Bu enzimin alt tiplerinden biri ise DNA giraz

enzimidir.

Doktora tez kapsamindaDNA giraz enzimini inhibe edebilecegi diisiiniilen bazi yeni 3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoksazin tirevi bilesikler tasarlanmistir. Tasarlanan bu bilesikler
tizerinde Oncelikle molekiiler doking ¢alismas1 gergeklestirilmistir. Bu amagla protein veri
bankasindan iginde ligand olarak levofloksazin tagiyan 4Z2D kodlu enzim seg¢ilmis ve
enzimin minimizasyonu yapilmistir. Daha sonra levofloksazin molekiili ChemDraw
programinda ¢izilmis, Accelrys Discovery Studio 3.5 programinda minimize edilmistir.
Oncelikle, hazirladigimiz levofloksazin molekiiliiniin doking islemi gergeklestirilmis,
enzimin kristal yapisi igerisinde bulunan levofloksazin ile karsilagtirilmistir. Bu
karsilastirma sonucunda RMSD degeri 1.22 olarak bulunmustur. Bu degerin 2’nin altinda
olmasi yapilan doking caligmasini dogrulamaktadir. Ayrica levofloksazin molekiiliiniin

yaptig1 etkilesimleri de incelenmis ve X-ray bilesigi ile benzer etkilesimlerelde edilmistir.

Enzimin aktif ydresinde,4A uzakliginda DNA nm DG1, DA2, DC4, DAS, DT15 rezidiileri
ile Argd56, Gly457, Glud475, Ser81 amino asitleri yer almaktadir. Yapilan molekiiler
doking c¢alismasina gore referans molekiil olan levofloksazin X-ray bilesigine benzer bir
sekilde DNA’'nin DG1, DA2, DAS5, DT15 rezidiileriyle ve GLU433 amino asit ile
etkilesim gdstermistir. Bunun yamisira enzimde bulunan Mg iyonunun enzim
aktivitesinde onemli rol oynadig1 ve bilesiklerin Mng2 ile olan etkilesimlerinin enzimin
inhibisyonuna neden oldugu diisliniilmektedir. Gergeklestirdigimiz doking g¢alismasinda
levofloksazin bilesigide Mg+2 ile etkilesim gostermistir. Daha sonra tasarladigimiz 3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoksazin  tiirevi  bilesiklerin ~ molekiiler — doking  ¢alismalari
gerceklestirilmis ve tiim sonuglar Cizelge 5.1°de gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore

tasarlanan tiim 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevi bilesiklerin CDOCKER enerjilerinin
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olduk¢a uygun oldugu aktif bélgede DNA rezidiileri ve/veya amino asitlerle etkilesim

yaptig1 gdzlenmistir.

Tasarlanan bilesiklerin ila¢ adayir olabilmesi i¢in gerekli polar yiizey alani, partisyon
katsayisi, sitokrom p450 2D6 inhibisyonu, kan beyin Dbariyeri gegirgenligi,
hepatotoksisitesi, plazma proteinlerine baglanma, absorbsiyon ve ¢Oziiniirliik seviyeleri
gibi c¢esitli farmakokinetik 6zellikleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Bilesiklerin hepsi
5’den diisiik AlogP degeri ve 140°dan diisiik polar yiizey alanina sahiptir. Bu ozellikler

bilesiklerin 1yi bir absorbsiyona sahip olmalarini saglamistir.

Molekiiler doking islemine ve tahmini ADME/Tox ¢alismasina gore biyolojik aktivite
gosterebilecegini disiindiigiimiiz 19 adet 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevi bilesigin
sentezi gerceklestirilmistir. 5/6/7-siibstittie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-
on tiirevlerinin (Sis01, 02, 03, 05, 06, 07) sentezi (Sekil 6.1.) i¢in Oncelikle trietil amin
varliginda 3/4/5-siibstitiie-2-aminofenol ile dikloroasetil kloriiriin reaksiyonu sonucunda
2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4/5/6-siibstitiiefenil)asetamid tiirevleri elde edilmistir. Elde
edilen 2,2-dikloro-N-(2-hidroksi-4/5/6-stibstitiiefenil)asetamid tiirevleri, NaHCOj3 ile
reaksiyona sokularak benzoksazin halkasinin kapanmasi saglanmistir. N-siibstitiie
tirevlerinin (Sis04, 08, 09, 10) hazirlanmas: i¢in uygun alkil iyodiir ve KyCOs
kullanilmastir. Etil 3,4-dihidro-5/7-siibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat
tirevlerinin (Sisl1, Sisl4, Sis17) sentezi (Sekil 6.2.) i¢cin Oncelikle monoetil fumarat
SOClI; ile etkilestirilerek agilasyonu yapilmis ardindan, 3/5-siibstitiie-2-aminofenol ile
reaksiyonu sonucunda etil 3-[(2-hidroksi-4/6-siibstitiie-fenil)karbamoil]akrilat tiirevleri
elde edilmistir. Bu tiirevlerin K,COgs ile reaksiyonu sonucunda etil 3,4-dihidro-5/7-
slibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat  tiirevleri  sentezlenmistir. Bu  grup
bilesiklerde N-siibstitiie tiirevlerinin (Sis 12, 13, 15, 16, 18, 19) hazirlanmasi igin uygun
alkil iyodiir ve K,CO3 kullanilmistir.
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Sekil 6.1. 4/5/6/7-stibstitiie-3,4-dihidro-2-hidroksi-2H-1,4-benzoksazin-3-on tiirevlerinin
(Sis01-Sis10) sentezi

?OOCsz CI:OOC2H5 Ry y. o oH COOC,Hs
HT:CH SOCl, HT:CH ) \©: NaHCO; 2 ,C?HH
Benzen NH,  Dioksan —<
COOH 80°C COCI R 25°C o
1 Rl [e)
R;: H, CHz
Ra: H, CHy -Cl
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I K,COs IHS
-~ R-1 +
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R, R Ry
R: CH; C,H :
Sis 12,13,15,16,18,19 e Sis 11,14,17

Sekil 6.2. Etil 3,4-dihidro-5/7-siibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat ve etil 4/5/7-

slibstitiie-3-0kso-2H-1,4-benzoksazin-2-asetat tiirevlerinin (Sis11-Sis19) sentezi

Elde edilen 3,4-dihidro- 2H-1,4-benzoksazin tiirevi bilesiklerin safliklar1 ve yap1 analizleri,

erime noktasi, ince tabaka kromatografisi (ITK) ve 'H-NMR, *C-NMR, kiitle ve elementel
analizleri gibi enstriimental analizlerle kanitlanmistir.
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Sentezlenen bilesiklerin antibakteriyel aktiviteleri Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilen gram negatif bakterilerden;
E.coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve gram pozitif
bakterilerden; Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212
ve fungallerden Candida albicans ATCC 10231 suslar1 ve klinik izolatlar1 tizerinden

incelenmis.

E. coli ATCC 25922 susuna karsi, Sis 01, Sis 02 ve Sis 03 bilesikler 32 pg/ml MiK
degeriyle ve Sis 04, Sis 05 ve Sis 10 bilesikleri ise 64 pg/ml MIK degeriyle etki
gostermislerdir. Bu sonuglara Doking sonuglar1 dogrultusunda baktigimizda Sis 01, Sis 02
ve Sis 03 bilesikler diisiik ve kabul edilebilir CDOCKER enerjilerine (sirasiyla 30.3028,
30.3098, 28.6652) sahiptirler. Sis 01 ve Sis 03 bilesikleri DA ve DT residiileri ve GLY
457 amino asit ile H-bagi, DG, DA, DT residiileri ile Pi etkilesimi gostermislerdir. Sis 02
bilesigi ise DT rezidiisii ile Pi bagi araciligi ile etkilesim olusturmustur. Sis 04 bilesigi DA
rezidisti ile H-bagi, Sis 05 ve Sis 10 bilesikleri DG, DT ve DA rezidiileriyle Pi
etkilesimleri gostermislerdir. Gergeklestirilen molekiiler doking ¢alismasina gore
sentezlenen diger bilesikler DNA giraz enzimi ile uygun etkilesimler gostermesine ragmen
yapilan mikrobiyolojik etki ¢alismasinda E. coli ATCC 25922 susuna karsi etki

gostermemislerdir.

E.coli ATCC 25922 klinik izolatina kars1, sadece Sis 01 bilesigi 64 pg/ml MIK degeriyle

etki gostermistir.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi sentezlene bilesikler higbir etki

gostermemektedirler.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 izolatina karsi, sadece Sis 11 bilesigi 32 pg/ml
MIK degeriyle etki gostermistir. Sis 11 bilesigi diisiik CDOCKER enerjiye (34.5476) sahip

olup DA rezidiisii ile Pi etkilesim gostermistir.

Gram-negatif bakterilerden E. coli ve P. aeruginosa’ya karst DNA giraz enzim
inhibitorlerinin etkili oldugu bilinmektedir (156).Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerden
E.coli’ye kars1 Sis 01, Sis 02, Sis 03, Sis 04, Sis 05 ve Sis 10 bilesikleri, P. aeruginasa’ya
kars1 ise sadece Sis 11 de diisiik de olsa etki gozlenmistir. Ancak bunlarin disindaki
bilesiklerde etki gozlenmemistir. Oysaki molekiiler doking calismalarina gore etki

gbzlenmesi beklenmistir.
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 susuna karsi, sadece Sis 19 bilesigi 64 pug/ml MIK
degeriyle etki gostermistir. Sis 19 bilesigin Doking sonuglarina baktigimizda, diisiik
CDOCKER enerjisine (34.4917) sahip oldugu ve DG rezidiisii ile H-bagr kurdugu
gozlenmistir. S. aureus ATCC 29213 susuna karsi test edilen diger bilesiklerde higbir etki

gozlenmemistir.

Staphylococcus aureus ATCC 29213 izolatina karsi, Sis 17, Sis 18 ve Sis 19 bilesikleri 64
ng/ml MIK degeriyle etki gdstermislerdir. Bu bilesiklerin CDOCKER enerjileri yiiksek
olmayip, DG ve DT rezidiileri ile H-bag ve Pi etkilesimleri olusturmuslardir. Sentezlenen

diger bilesikler S. aureus izolatina kars1 hi¢bir etki gostermemislerdir.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 susuna karsi, Sis 01 ve Sis 02 bilesikleri test edilen
bilesikler icinde en yiiksek etkiyi 32 pg/ml MiK degeri ile etki gdstermisler ancak standart
ilaglardan daha etkili bulunmamuslardir. Sis 03, Sis 04, Sis 05, Sis09, Sis 10 ve Sis 11
bilesikleri ise 64 pg/ml MIK degeriyle etki gostermislerdir. Molekiiler doking
calismalarina gore bu bilesikler diisiik CDOCKER enerjiye sahip olup Sis 11 bilesigi DA
rezidiisii ile Pi etkilesimi gostermistir. Sentezlenen diger bilesiklerin hi¢biri bu bakteriye

kars1 aktivite gostermemistir.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 izolatina karsi sentezlenen bilesiklerin higibiri etki

gostermemistir.

Candida albicans ATCC 10231susuna ve izolatina karsi, sentezlenen bilesiklerde higbir

aktivite gozlenmemistir.

Sentezlenen bilesiklerin Acinetobacter baumannii bakterisinin direngli izolatlarina karsi
kombine olarak test edilerek direng tizerine etkileri incelenmistir. Acinetobacter baumannii
1 ve 2 izolatlan1 sirasiyla 128/64 pg/ml MIK degerleriyle meropeneme direngli,
<0,0156/<0,0156 png/ml MIK degerleriyle azitromisin ve <0,0156/<0,0156 pg/ml MiK
degerleriyle klaritromisine duyarli olduklar1 belirlenmistir. Ancak maddelerin meropenem
kombinasyonlarinda her iki izolat i¢in de, meropenem MIK degerini direng sinirmin altina

diisiiren bir etki goriilmemistir.

Doktora tez kapsaminda degerlendirilen 3,4-dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevi bilesiklerin
molekiiler doking c¢alismalarinda elde edilen sonuglar ile in vitro ortamda gergeklestirilen

antibakteriyel etkileri arasinda tam olarak paralel bir iliskilendirme yapilamamistir. Bu
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iliskilendirmenin yapilamamasinin nedenleri ile ileriye doniik arastirmalarda gbz Oniine

alinmas1 gereken noktalar agsagida verilmektedir:

- 3,4-Dihidro-2H-1,4-benzoksazin bilesiklerinin ikinci konumunda yer alan “C”
atomu asimetrik 6zellige sahiptir. Sentezleri gergeklestirilen bilesikler
rasemiktir. Molekiiler doking caligmalar1 rasemik bilesikler i¢in uygun degildir.
Mutlaka molekiiliin belli bir konfigiirasyonunun kullanilmasi gerekmektedir.
2003 yilinda yapilan DFT analizine gore (157) bu grup bilesiklerde “S”
konfigiirasyonunun daha diisiik enerjiye sahip oldugu ortaya konmustur. Bu
nedenle doktora tez kapsaminda molekiiler doking calismalarinda bilesiklerin
“S» konfigiirasyonlar1 degerlendirilmistir. Bilesiklerin “R”
konfigiirasyonlarininda DNA giraz enzimi ile etkilesmelerinin incelenmesinin

gerekli oldugu goriilmiistiir.

- Ortaya ¢ikan saptamalardan bir digeri molekiiler doking ¢aligmalarinda DNA
giraz enzimi ile en iyi etkilesimi gosteren bilesiklerde daha gercege yakin
etkilesimleri ortaya koymak iizere molekiiler dinamik ¢alismalarinin

yapilmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

- Molekiiler doking caligmalarinda reseptordeki aktif bolge degistirilebilir.

- In vitro antimikrobiyal etki caligmalarinda bilesiklerin suda yeterince
coziinmemesinden dolay1r beklenen mikrobiyolojik aktivite gozlenememis
olabilir. Bu nedenle bilesiklerin tuzlarinin sentezlenmesi ileri ¢alismalar olarak

diistiniilmektedir.

- Tez kapsaminda sentezlenen bilesikler rasemiktir. Bundan sonraki ¢aligmalarda

“R” ve “S” konfiglirasyonlarinin ayr1 ayr1 sentezlenmesi 6n goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda molekiiler modelleme yontemiyle tasarlanan ve bakteriyel DNA giraz
enzim inhibisyonuyla antibakteriyel aktivite gosterecegini diisiindiigiimiiz 19 adet 3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoksazin tiirevi bilesigin sentezi ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari

gerceklestirilmistir.
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Gergeklestirilen molekiiler doking calismalar1 sonucunda tasarlanan 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoksazin bilesiklerinin DNA giraz enzimi {izerinde etkili oldugu goriilmiis ancak in
vitro mikrobiyolojik aktivite sonuglarinin beklenenden ¢ok farkli oldugu gozlenmistir.
fleriye doniik olarak antimikrobiyel etkinligi daha iyi olabilecek 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoksazin tiirevi bilesiklere ulagsmak i¢in yukarda belirtilen saptamalar dogrultusunda

caligmalarin yapilmasi 6n goriilmektedir.
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Generated 3D-Common Feature Hypotheses Using the HipHop
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The continued interest in designing novel topoisomerase | (Tepo 1) inhibitors and the lack of adequate
ligand-based computer-aided drug dscovery efforts combined with the drawbacks of structure-based
design prompted us to explore the possibility of developing ligand-based three-dimensional (3D)
phamacophore(s). This approach avoids the pitfalk of structure-based techniques because it only focuses
on commaon features among known ligands; furthermore, the pharmacophore model can be used as 3D
search queries to discover new Topo linhibitory scaffolds. In this article, we employed the HipHop module
using Discovery Studio to construct plausible binding hypotheses for clinically used Topo | inhibitors, such
as camptothecn, topotecan, belotecan, and SM-38, which is an active metabolite of irinotecan. The
docked pose of topotecan was selected as a reference compound. The first hypothesis (Hypo 01) among
the obtained 10 hypotheses was chosen for further analysis. Hypo 01 had six features, which were two
hydrogen-bond acceptors, one hydrogen-bond donor, one hydrophob aromatic and cne hydrophob
aliphatic, and one ring aromatic. Our obtained hypothesis was checked by using some of the aromathecin
derivatives which were published for their Topo | inhibitory potency. Moreover, five structures were
found to be posible anti-Topo | compounds from the DruglikeDiverse database. From this research, it can
be suggested that our model could be useful for further studies in order to design new potent Topo F
targeting antitumor drugs.
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Introduction human salid tumaors, relative to the respective nomnal tissues,

suggesting that wariations in Topo | levelk are tumortype

Eukaryotic DMNA topoisomerases | and 11 are esential nuclear
enzymes responsible for the organization and madul ation of
the topological features of DNA so that a cell may replicate,
transcribe, and repair genetic infomation [1-4]. Topoisom-
erase | (Topo [} functions by creating transient single-stranded
nicks in DMA supercoils relieving tomsional strain that has
accumulated during DNA replication and transcription [2, 4,
5l. Inmtracellular levels of Topo | are elevated ina number of
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specific [6—8]. Therefore, Topo | represents a promising target
for the development of new cancerchemotherapeutic agents
against a number of solid human tumaors.

In 1966, Wall et al. [9] discovered that camptothecin (CFT;
Fig. 1), a pentacyclic alkaloid wasthe componentinthe extract
from the stem of the Chinese tree Camptothecs acuminats
active against L1210 murine leukemia cells. Early clinical trials
with the sodium saltof CPT inthe early 1970sshowed that this
plantalkaloid had activity against a variety of solid tumars [10-
12]. Howvever, further clinical triak were discontinued because
of unpredictable and severe myelosuppression, gastrointestinal
toxicity, and hemomhagic cystitis. In 1985, however, it was
reported that the oytotoxic activity of CPT was attributed to a
nowel mechanism of action involving the nuclear enzyme Topo
1[13], and this discovery of uniquemechanism of action revived
interest in CPT and its analogs as anticancer agents.
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Enzymaology studies have shown arather intriguing mechanism
in that (PTdoes notinteractwith Topo | alone, nordoes it bind
to DNA [14-16], and exerts its oytotoxic effect by binding and
stabilizing the cle ava ble com plex, a transient species wherethe
hydreecl group on tyrosine 723 of Topo | binds covalently to
DA viaits phosphodiester backbone andc auses asing le-strand
break. Thefomnation of astable te mary complex between CFT,
Topo |, and the cleaved DNA leads to the S-phase specific arrest
of replication at the singlestrand level, casing imeversible
DA damage and eventually cell death [17]. Contrary to these
initial reports, recent studies have suggested that CPT analogs
may imteract directly with double-stranded DNA prior to the
action of Topol, andthe DNA-associated drugs are likely to be
involved in thesubsequent formation of a ternary comples [ 18].
Although the exact structure of the ternary complex remains to
be determined [19, 20], this mechanism acounts for the good
comelation found between the ability to induce stabilized
cleavable complexes and the coytotoxicity of warious CPT
analogs [21]. Subsequently, CFT analogs casified as DNA
Tapo linhibitors, have recenty emerged asa prominent ol as of
anticancer agents with a novel mechanism of action, potent
antiproliferative activity on a wide spectrum of tumor celk
including multidrug-resistant lines, and impressive activity in
xenograft modekls [22].

Tapatecan (12}

Camptathecin (00

B3

The later dewvelopment of topotecan and irinotecan as
camptothecin analogs, which are the only FDA-approved
anticancer agents, were found to inhibit Topa | activity by
intercalating into the cleavage complex and preventing the
religation step of the catalytic cycle [23-25]. Moreower,
be lotecan |26, 27, which is 7-MezCHNHCH2CH:CPT, has been
approved to be wsed in theclinic as anticancer drugs in South
Komea, as well. One of these drugs, irinotecan, is a pro-drug
and is comverted to the active T-ethyl-10-hydrox-CPT
[OHC2CPT,; SN-38) by carboxylesterases to exert its antitumor
activity [28, 29]. Although the camptothecins possess potent
anticancer activity, ksues regarding solubility and bioactivity,
dose-limiting toxcity [24, 25 30], the instability of the
hydroxy lactone, and associated pharmacokinetic liabili-
ties [31-33], led to the development of Topo | inhibitors as
novel anticancer drugs.

One promising clas of noncamptothecin Topo | poisons is
the indenoisoquinolines, such as MHIFES [34, 35]. These
compounds possess high anti-Topo | activity, are oytotoxic,
and are more stable because they lack the hydrosylactone.
Through comprehensive SAR studies [34, 36-38], two dinical
candidates, indotecan and indimitecan, were developed and
hawe begun Phase 1 clinical triak at the Mational Cancer
Institute [39, 40].

N,ig%m

HaG M,
SC [

Ha

SM-38 () {active metabolite of irinctecan)
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Belotecan (05)

Fgure 1. Representative clinically used Topo |
inhibitors.
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The continued interest in designing new Topo | inhibitos, a
common feature 3D-pharmacophore model from cinically
used Topo | inhibitors such as camptothecin (01), topotecan
(02}, SMN-3B (03) (which is an active metabolite of irinotecan
(03)), belotecan (05) (Fg. 1) have been developed to offer
promising scaffolds for the dewelopment of nowel cancer
chemothe rapeutics. Inthis research, HipHop phamacophore-
based virtual screening was performed by wsing Discovery
Studio 3.5 [41]. Moreowver, we applied ligand-based virtual
screening a pproaches for someof the aromathecin dervatives
from Reference [42] tovalidate our hypotheses. Additionally,
selected hypotheses wer searched in DruglikeDiverse data-
base using the “Search 3D Database™ protocol in Discovery
Studio 3.5 [41].

Computational details

All of the molecular modeling studies were carfied out using
Discovery Studio 3.5 [41].

Training and test set selection

Clinically used Topo | inhibitors such as camptothecin (01),
topotecan (02), SN-3B (which is an active metabolite of
innotecan (03)) (04), and belotecan (05) (as seen in Fg. 1)
were wsed as a training set in order to develop a common
feature 30-phamacophore model. Topotecan, which was
the docked pose from taking molecular docking study,
was selected for the reference compound. All of the test
set were chosen from published studies [42]. Moreover,
DruglikeDiverse database, which has 5384 compounds, was
screened [41].

Molecular docking study of topotecan
Preparation of the enzyme

The crystal structure of the toposomerase |, complexed with
topotecan, was retrieved from the Protein Data Bank (PDE ID:
Tkath [43]. Accelrys Discovery Studio 3.5 [41] software was
used for preparation of protein and ligands. The tamet
protein was taken, the ligand was extracted, hydrogens were
added, and their positions were optimized using the all atom
CHARMmM force field and the Adopted Basis set Newton
Raphson (ABMR) method available in Discovery Studio 3.5
protocol until the root mean deviation (RMS) gradient was
<0.05 keal/molAZ. The minimized protein was defined as the
receptor using the binding site module. The binding site was
defined from the cavity finding method which was modified
to accommodate all the important interacting residues in the
active site of the enzyme. Binding sphere for 1kat (21.261,
—3.517, 28108, and 14.1604) wasselected from the active site
using the binding site tools.

Ligand preparation
Reference drug topotecan was sketched, all atom CHARMM

forcefield parameterzation was asigned, and then mini-
mized using the ABMNR method as descibed above.

S 2015 WILEY-WCH Verlag GmbH & Co. KGas, Weinheim
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Conformational searches of the ligand were camried out using
a simulated annealing molecular dynamics (MD) approach.
The ligand was heated to a temperature of 700K and then
annealed to 200 K.

Docking

Mocker [#4] method was perfommed by using Discovery
Studio 3.5. The protein is held rigid while the ligand is allowed
to be flexible during refinement. The docking parameters
wemr a follows: Top Hits 10; Random Conformations: 10;
Random Conformations Dynamics Step: 1000; Grid Extension:
BO; Random Dynamics Time Step: 0002 The docking
and scoring methodology was validated by docking of
known inhibitor, topotecan. The docked positon of top
atecan overlaps well with the crystal structure position, with
an RMSD of 0 6538 A

Phamacophore modeling for topoisomerase |
inhibitors

Phamnacophore modeling is one of the most powerful
technigues to clasify and identify key features from a group
of moleculessuch as active and inactive compounds. Chemical
features in the hypothesis or pharmacophore model will
furnish a new insight into design novel molecules that can
enhance or inhibit the function of the target and will be
wseful in drug discovery strategies. HipHop module from
CATALYST software in Discovery Studio 3.5 was used to
develop pharmacophore modek [41].

Maolecules were built using 1515 draw and minimized using
CATALYST software to the dosest local minimum by applying
the CHARMM-like force field [45]. Catalyst automatically
generated conformational modeks for each compound using
the Poling Algorithm [46—38]. The “best conformer generz-
tion” procedure was applied to provide the best conforma-
tional coverage for a maximum number of conformers
generated defaulted to 255 in a 0-20 kcalimaol range from
the global minimum [49]. The generated confomations were
wsed to align common molecular features and generate
pharmacophore hypothesis. HipHop was used to the con-
formations generated to align chemically important func-
tional groups common to the molecules in the study set. A
pharmacophorc hypothesis then was generated from these
aligned structures.

HipHop provides feature-based alignment of a collection of
compounds without considering the activity. it matches the
chemical features of a molecule, against drug candidate
molecules. HipHop takes a collection of confomational
modek of molecules and a selection of chemical features,
and produces a series of molecular alignments in a varety of
standard file formats. HipHop begins by identifying config-
urations of features common to a set of molecules. A
configuration consists of a set of relative locations in 3D
space and associated feature types. A molecule matches the
configurations if it posseses conformations and structural
features that can be superimposed within a certain tolerance
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from the corresponding ideal locations. HipHop ako maps
partial features of molecules in the alignment set. This
provision gives the option to e partial mapping during the
alignment. Partial mapping allows to identify larger, more
diverse, more significant hypotheses and alignment modelks
without the risk of missing compounds that do not have to
map to all of the pharmacophore features.

In this research, HipHop commaon feature hypotheses were
generated in order to offer promising scaffolds for the
development of novel Topo linhibitors for contributing tothe
cancer chemotherapy.

This tool builds hypotheses (ovedaying common features)
for which the fit of individual molecules to a hypothesiscan be
comelated with activity of the molecule. Qinically used four
potent Topo | inhibitors, camptothecin (01), topotecan (02),
irinotecan’s (03) metabolite (SN-38 (04)), and belotecan (05),
were selected as the target training set (Fig. 1). All the
compounds were built wing 1515 draw and minimized using
CATALYST software to the closest local minimum by applying
the CHARMM-like force field [46]. Docked pose of topotecan
was considered as “reference compound® specifying a
“Principal® value of 2 and a *MaxOmitFeat” walue of 0,
meaning its structure and conformation would have the
strongest influence in the model building phase. The
“Principal® and “MaxOmitFeat™ values for the remaining
compounds were set to 1 and 2, respectvely (Principal=1
mears that this molecule must map onto the hypothesis
generated by the seamh procedure. Partial mapping &
allowed. Principal=2 means that this & a reference com-
pound. The chemical feature space of the confomers of such
a compound i wsed to define the initial set of potential
hypotheses. The MaxOmitFeat column specifies how many
hypothesis features mustmaptothe chemical featuresineach
compound. A 0" in this column forces mapping of all
features, a “2" allows hypotheses to which no compound
features map). Diverse conformational modelk for each
compound were generated using the “best conformational
analysis® method and an energy threshold of 20kcalimol

abowve the global energy minimum for confomation search-
ing [49]. The maximum number of conformers for each
molecule was specified as 255 to ensure maximum cove rage of
the conformational space. Due to the basic structures of the
compounds, seven kinds of features including hydrogen-bond
acceptor (HBA), hydrogen-bond donor (HBD), hydrophobic
group (Hyd), hydrophob aliphatic (Hyd_Al), hydrophob
aromatic (Hyd_Ar), Poslonizable (Pl), and ring aromatic (RA)
features were selected to initiaste the pharmacophore
hypotheses generation proces. The chaacerstics of the
generated potential 10 hypotheses are listed in Table 1 and all
the hypotheses contain six features.

Results and discussion

DMA topoisomerase | B an essential nuclear ernzyme for cell
survival. Targeting this enzyme has become one of the best
solutions for cancer therapy [1-4]. DMNA topolomerase |
targeted cytotoxic drugs are used in clinic for treatment of
solid tumors such as lung, owarian colon cancers, etc.
Howeewver, the number of topoisomerase | targeted drugs on
market & very limited. Hence, there is still a gap to fill for
finding new kind of chemical structures which specifically
target topoiomerase | In this research, HipHop common
feature hypotheses were generated in order to offer
promising scaffolds for the development of nowvel Topo |
inhibitors for contibuting to the cancer chemotherapy.

Fist of all, the docked pose of topotecan which was the
reference drug was obtained by using CDOCKER method,
before generating pharmacophorc features for Topo |
inhibitors. According to molecular docking study, the binding
energy of topotecan was found to be —56.2735kcalfmol.
Moreover, docking study showed that topotecan had 4 H
bonds with Glu356, Lys532 Asp533, Arg3ed, 2 water
mediated H bonds with Arg488, AsnT22 and Pi interactions
with Lys532, DT B10, TGP €11 in Topo | residues (as seen in
Fig. 2a and b).

Table 1. The results of pharmacophore hypotheses generated by using HipHop.

Hypo no. Features” Rank D# e M. Fit
m AYZIDAA 63459 nn L] [
az AYZIDAA 63459 nn L] [
az AYZIDAA 63459 nn L] [
o AYZIDAA 62964 nn L] [
as AYZIDAA 62908 nn L] [
[ AYZIDAA 62908 nn L] [
ar AvZass 62659 nn L] [
a8 AvZass 62659 nn L] [
L] YZDAAA 62240 nn L] [
10 AvZass 62108 nn L] [

“Features: A: HBA, D: HED, Z: HYDROPHOBAliphatic (Hyd_Al), ¥: HYDROPHOBAromatic (Hyd_Ar, R: RING_AROMATIC (RA).
“ DF (Direct Hit Mask): Mapping of each feature onto training set molecule. 1 means yes and 0 means no.
< PH (Partial Hit Mask): A training set molecule mapped all but one feature in the hypothesis. 1 means yes and 0 means no.
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Figure 2. Docked position of topotecan: (a) 3D figure; (b) 2D figure.
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Clinically used four potent Topo | inhibitors, camptothecin
(01), topotecan (02), irnotecan’s active metabolite SN-38
(04), and belotecan (05), were selected as the training set
to generate phamacophore models by using HipHop
methodology (Fig. 1). The docked pose of topotecan,
reported above, was considered as a reference compound,
which was allowed to map all features, while the other
three molecules were allowed to map partially on the
hypotheses. Finally, the 10 six-feature hypotheses were
generated. The ranking scores of hypotheses range from
63459 to 62.108 as shown in Table 1. The first hypothesis
(Hypo 01) was selected for further analysis that contained
RA-1, Hyd_Ar-2, Hyd_Al-3, HBD-4, HBA-5, and HBA-6, which
is presented in Fig. 3a and b. Direct hit mask and partial
hit mask revealed that all the six features were mapped
onto four training set compounds. Figure 4 shows the
mapping of Hypo 01 onto the training set compounds. The
compound 2 (topotecan) taken as reference mapped well
onto all the features (Fig. 5). The HBD-4 feature mapped on
OH group at the fourth position of topotecan represents
interaction with Asp533 and Arg364 in the active site of
Topo | (as seen in Figs 2 and 5). Moreover, HBA-5 fitted on

Weg 4324
HIOKEPHORAREOIL 311

WA 41 e
N0 P Ao snans 219
e

AOMATIE N 30 ima B
1

DMATH §
WOA 521

APt

Figure 3. The best hypotheses of HipHop Pharmacophore
Modeling (Hypo 01) obtained from clinically used Topo |
inhibitors: (a) Mapping of Hypo 01, which contains two HBAs
(green), one HBD (violet), one RA (yellow), one Hyd Al (dark
blue), and one Hyd Ar (light blue) phamacophore features
(b) the geometry of the features.
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Figure 4. All training set with Hypo 01.

“O" of carbonyl on the pyran ring of topotecan shows
interaction with Lys532. HBA-6 mapped on OH group at the
14th position of topotecan represents interaction to Asn722
with water mediated H bond.

The aromathecin or “rosettacin” classof Topo linhibitors is
effectively a “composite” of the natural products campto-
thecin and the synthetic indenoisoquinolines [S0]. In here,
some of the aromathecin derivatives taken from Refer-
ence [42] were used as a test set for validating our selected
hypotheses as seen in Table 2. These compounds were
mapped onto the Hypo 01 by using “flexible” fitting method,
“best mapping only,” and “Maximum Omitted Features: —1"
options to obtain the bioactive conformation of each
molecule in Ligand Pharmacophore Mapping protocol in
Discovery Studio 3.5. All of the statistical data were shown in

Figure 5. Docked pose of topotecan with Hypo 01.
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Table 2. Aromathecin derivatives [42] as Topo | inhibitors .! - + g
used as test series for checking Hypo 01. Ez § E"E
.'.-1! 5 H g
]
el
N== ! - E E
\ / 1 Ze
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Table 3. The results of mapping of features onto test set :E EE 23a3dA4343 42 'E'_‘: %
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tively. These structures did not only map into HEA-S as seen 2z = P'E‘; -
Pharmprint(111101: that mears RA-1:1;Hyd_Ar-2: 1:Hyd Al- g i ? 8888 g2 | -5 =
3:1; HED-4: 1; HBA-5: 0; HEA-6: 1) in Table 3. It was reported HEEEEEEEEE T g2 =0
that compounds 61-63 were found to be inactive for Topo | :§ s ﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂmﬂﬁﬂ El: J;
cleavage [4Z]. Even if non-effect compounds matched with ,E - - P ol e g w
five features well but their Van der Waals Energy number are ‘E E i' E ﬁg gﬁ Eﬁ = g gi 2 E E
smaller than the other. On the other hand, we noticed that = Bl el | oS =
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an equipotent activity like cam ptothecin. According to these B g5 ﬁ HE HEHEEHEH :.2 &
results, we could consider that HEA-S feature played a very a e =% g
important role for getting Topo | inhibitory activity. Further- | e e S g
mare, the amomathecns 53-56 fitted onto RA-1, Hyd Ar2, .EE ﬂﬁ%?}i%ﬁﬁ%ﬁj 12 4
HED-4, and HEA-6 festures as seen in Table 3. Although = | B _ﬁ;,;a :ﬂ:ag:g‘g 22 ‘E
compounds 53-55 showed best map with only four features, 8 = T 3
they had more significant Topo | inhibitory activity than a 4 —— E'I':" EE
derivatives 58-80. It was noticed that their Van der Waak i | B % = XEF ¥ a g E‘
energies were found to be higher than the ather. Therefore, P ‘E-E_i BEIBATEr AT x E EE
it can be considered that the Van der Waals energies of & :% = S e E+n.
aromathecins 53-55should be abo important for developing = N g
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Comp. 61 Camp. 62 Comp. 63

Figure 6. Compared test set series of Hypo 01.

ENAGAD3A (FitValoe: 4.1175)

UKR341329 (FitVadse

Figure 7. Possible Topo | inhibitors from DruglikeDiverse database.
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new Topeo | inhibitors. Unfortunately, our hypothesis was not
appropriate for compound 56. We can conclude that our
model would be useful for further studies.

In this study, selected Hypo 01 was searched in Druglike-
Diverse database where 5384 compounds were, as well
According to this screening, it was obtained that Ted
compounds fitted with Hypo 01. Howewver, only five com-
pounds (UKRAESIES, ENABL0 I, ASZGTH19, ENATS36S0, and
UKREA1329) fitted onto all the features with satisfactory
FitValues (4 5289, 41175, 40637, 393%, and 3.4912, respec-
tivelyl as seen in Fig. 7. Here, it can be considered that these
five molecules could be new lead Topo | inhibitors for cancer
therapy.

Conclusion

HipHop provides feature-based alignment of collection of
compoundswithoutconsidering biological activity. it matches
phamnacophoric features of the molecules agairst tem plate.
HipHop takes collection of conformational models of
molecules and produces series of molecular alignments in
varety of standard file formats. HipHop begins by identifying
configurations of features common to a set of molecules. A
configuration consists of a set of relative locationsin 3D space
and associated feature types. A molecule matches the
configuration if it posseses the conformatons and phamna-
cophoric features that can be superimposed within a
tolerance limit from the corresponding ideal locations.

The training set compounds asociated with their diverse
conformational models were subjected for hypotheses
generation. The molecular characteristics, which are esential
for tight binding between ligand and its comesponding
targets like Topo |, were expressed as common features
disposed in 30 space known as hypotheses. In this study, we
have done a common feature 3D-pharmacophore model from
clinically used four potent Topo | inhibitors, camptothecin
(01}, topotecan (02), innotecan's (03) active metabolite (SN-38
(04}), and belotecan (05), as presented in Fg. 1 by using
HipHop methodology to offer promising scaffolds for the
development of novel cancer chemotherapeutics. Our main
goal was to generate I0-common ¢ hemical features in order
tobe able to develop new Topo |l inhibitors for furtherstudies.

In thisresearch, 10 hypotheses, which had six features, were
obtained. The first hypothesis (Hypol1) was selected for
further analysis that contained two hydrogen-bond accept-
ors, one hydrogen-bond donor, one hydrophob aromatic and
one hydrophob aliphatic, and one ring aromatic features,
which i presented in Fig. 3. Selected hypotheses (Hypo 01)
weere checked by using some of the aromathecins taken from
Reference [42].

Moreower, Hypo 01 was searched in DruglikeDiverse data-
base, as well. It was obviously noticed that five compounds
(UKR4B5365, ENABMD3M, ASIZOTHIIS, ENAISIEDD, and
UKRE413249) as seen in Fig. 7 could be novel Topo Hargeting
antitumor compounds.

S 2015 WILEY-WCH Verlag GmbH & Co. KGas, Weinheim

Finally, it can be considered that our model could be more
wseful for furtherstudies in order to design new potent Topo |
inhibitors.

We thank the Research Fund of Ankara University (Grant No:
1263336002) for the financizl support of this research.
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There has bem considerable intersst in DMA topoisomerases over the last decade, as they
have been shown to be one of the major cellular targets in anticancer drug development.
Previously we synthesized some benathimole dervatives and corrssponding benzothiazoli-
um forms, and tested their DNA inhibitory activity to develop novel antitimor agents.
Among the 12 prepared compounds, compound BM3  (3-aminobenmthimole-3-ium
4-methylbenzene sulfonate) exhibited extreme topoisomerase [ inhibitory activity com-
pared with the reference dmg etoposide. We also med to deerming the DMNA and enzmme
binding ahilities of BM3 md found that BM3 aded on topoisomerase [ first at low doses,
while it had also showed DMA minor groove binding properties at higher doses. In this
study the interactions between DNA topoisomemse [[ md the compounds wen: examined
in detail by molecular modelling stdies such a5 molecular docking and pharmacophore
analysis performed using Discovery Studio 3.5, As o mesult, it was found that benzothiazo-
lium compounds exhibited a totally different mechanism than benmthimeoles by binding to
the different amino acds at the active site of the proten molecule. 3-Aminobenzothiasli-
ums are worthy of carrving onto anticancer studies; BM3 espedally would be a good
anticancer candidate for preclinical stadies.

Kevwords: mticancer; benzothizznle; benzothizzolium; molecular docking; pharmacophore

analysis; topoisomerase [

1. Introduction

There are many benefits for the stable storage of genetic information in the double-helical
structure of DNA. It s protected from chemical damage by sequestering information-rich
nucleotides, while complementarity among the sister strands allows mistakes, lesions and dis-
continuities in the genome to be addressed and repaired. However, the intertwined structure
of duplex DNA is not without drawbacks. Because the two strands of deoxyribonucleic acid
are wound around one another, processes that require strand separation, such as replication or
transeription, lead nammlly to DNA overwinding and strand entanglement which can pose
serious challenges to the cell [1-3]. They interfere with gene expression, DNA duplication and
chromosome segregation, and cells depend on DNA supercoiling as a means of compacting

*Cormresponding author. Email: esinaki@oankam. edo tr
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the genome and promoting DNA unwinding at replication origins and promoter regions at the
same time [2,3]. Thus, the cell strives to preserve the mfdrmation content of the genome and
invests considerable energy in maintaining the topology of its chromosomes in an appropriate
topological state,

DMNA topoisomerases are the ubiquitous enzymes in key cellular processes such as rep-
lication, transcription, recombination and repair, and chromatin assembly by solving these
topological problems of genomic DNA [4-10]. DNA topoisomerases are divided into two
classes depending on the number of broken strands (tvpe | cuts one stand, type 11 cuts
both strands) of DMNA by the enzymes in one reaction circle. In recent vears, topoisome-
rases have become popular targets for cancer chemotherapy treatments. It is thought that
topoisomerase inhibitors block the ligation step of the cell cyele, generating single- and
double-stranded breaks that harm the integrity of the genome. Introduction of these breaks
subsequently leads to apoptosis and cell death. Lack of topoisomerase in the cell is fatal
In light of this fact, DNA topoisomerases have been tarpeted for killing cancer cells or
pathogenic bacteria in the clinic. The purpose of this study is to identify a new type of
anticancer drug candidates.

Indeed, there are commercially available anticancer drugs that possess DNA topoisomer-
ase inhibitory activity such as doxorubicin, etoposide and camptothecin [11-14]. Cur group
has been working for many vears on the synthesis of some new heterocyclic compounds that
were potentially DNA topoisomerase | and 11 inhibitors, and molecular modelling studies of
these compounds [15-21]. So far some of the compounds exhibited significant topoisomerase
I hibitory activity with ICs, vales differing from 11.4 and 46.8 pM compared with the
standard drug etoposide [15,18]. Recently, we also reported results obtained through a DNA
topoisomerase relaxation assay indicated 2-substituted benzyl or phenyl benzothiazole deriva-
tives and corresponding 3-aminobenzothiazole-3-ium 4-methy lbenzene sulfonates were strong
topoisomerase I1 inhibitors (Table 1).

In this research, the DNA topoisomerase 11 inhibitory activity of 3-amino-2-2-bromoben-
zyl)-1,3-benzothiazole-3-ium 4-methylbenzene sulfonate (BM3) was the most effective DNA
topoisomerase 11 inhibitor with the lowest 1Cs, value of 39 nM, which could be considered

Table 1. Koy values of benzothiole md 3-amino-benzothizolum dertvatives for catalviic mbibitory
activity on topoisomemse [

O, KOs

S e

Compound X " Topo 1 1Csp Compound X " Topo T ICsa
M2 CH 2F L.0% mM BM6 CH 2F .78 mM
M6 CH 44LH;, 7293 uM BMi CH 4-CH; 6,87 mM
M7 CH, 441 10710 pM BM7 CH, 401 .20 mh
K0 CH, 4-Hr B.10 uM BM2 CH, 41 Br E46 mM
MI0 CH: 2-Br TRE00 pM BM3 CH: 2-Br WA0 oM’
Mis — I Er 6,68 mh EM4 - 1 BEr .26 mM

TMost effective compound.
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as an extremely strong activity compared with etoposide. According to the mechanistic
studies, BM3 was neither a DNA intercalator nor a topoisomerase poison; it was only a DMNA
minor groove-binding agent [21]. BM3 initially bound to the DNA topoisomerase 1l enzyme
and its mechanisms of action might be directly interaction with the enzyme. It is reported that
there is a clear evidence for a covalent 5' link between DMNA and the active site tyrosine
(Tyr782) resident in topoisomerase 1I's winged helix domain (WHD). Topoisomerase 1l
undergoes substantial conformational changes on binding substrate. Structures of apo
Saccharomyces cerevisize topoisomerase 1l have shown that the two dimer-related WHDs and
their resident active site tyrosines are separated by 25-30 A (Figure 1A). In the presence of
DMNA, however, these elements move towards each other, forming a nearly contiguous
interaction surface across both protomers [22,23)].

Hence, BM3 could be a good candidate as a new anticancer agent. We attempted to sup-
port the experimental results with theoretical findings by working with molecular modeling
techniques such as docking and pharmacophore generation using Accelrys Discovery Smdio
(DS) 3.5 software [24]. These may direct us to find novel and more potent topoisomerase 11
inhibitors.

In the drug design area, quantitative structure—activity relationship {(QSAR) method is an
area of research pioneered by Hansch and Leo [25] and Hansch and Fujita [26]. The QSAR
method assumes that differences in the measured structural or physical properties account
experimentally for differences in the observed biological or chemical properties [26-28]. A
QSAR smdy usally leads to a predictive formula and attempis to model the activity of a
series of compounds using measured or computed properties of the compounds.

More recently, (QQSAR has been extended by including three-dimensional (3D) informa-
tion. In drug discovery, it is common to have measured activity data for a set of compounds
acting upon a particular protein, but not to have knowledge of the 3D structure of the active
site. In the absence of such 3D information, one may attempt to build a hypothetical model
of the active site that can provide insight on the nature of the latter. Three-dimensional
approaches such as HypoGen and/or HipHop are useful in building 3D pharmacophore mod-
els from the activity data and conformational structure [29]. They can be used as an alterna-
tive for QSAR methods because of their easy visualization and high prediction capability.
However, ranging activity valies of a collection of conformational models of compounds
should be at least four orders of magnitude for the algorithm, HypoGen. The other algorithm
in 30 pharmacophore generation within Catalyst is called HipHop and is based on alignment
of common features present in highly potent compounds, The scalar affinity values of the
molecules are not regarded in this model generation mode.

HipHop pharmacophore models are derived by comparing a set of conformational models
and a mumber of 3D configurations of chemical features shared among the training set
molecu les.

Molecular docking is a key tool in stuctral molecular biology and computer-assisted
drug design. The goal of ligand-protein docking is to predict the predominant binding model
(s) of a ligand with a protein of known 3D structure. In this study, we used fast flexible
docking to study the binding orientations and predict binding affinities of benzothizzole and
benzothiazolium derivatives. Such studies have been carried out to understand the forms of
interaction of 12 compounds, examined by Kaplan-Ozen and colleagues for human DNA to-
poisomerases [21]. The results obtained from this smdy will be useful in understanding the
inhibitory mode of benzothiazole and benzothizzolium derivatives, as well as in rapidly and
accurately predicting the activities of newly designed inhibitors on the basis of docking
scores. These models also provide some beneficial clues in structural modification for the
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(A) wx

(B) | (C)

TYR782 (!

Y8729

LYsyae

(D)

Figure 1. (A) Conformational changes of topoisomerase [I, after DNA binding [22]. (B) Docked posi-
tion of BM3: NH; group at position 3 of benzothiazolium has H bond with Tyr782 (pink) and phenyl
ring on second position of benzothiazole ring has r—cation interactions with Lys720 (green). (C) Docked
position of M10: benzothiazole ning has m-cation interactions with Lys720 (green). (D) Docking overlay
of BM3 in atom charged surface area. (E) Docking overday of MI0 in atom charged surface area.

design of new inhibitors for the treatment of cancer with much higher inhibitory activities
against DNA topoisomerase 1.

2. Materials and methods
2.1 Molecular structures and optimization

A set of previously synthesized benzothiazole and 3-amino-benzothiazolium derivatives [16]
tested for DNA topoisomerase 11 inhibitory activity were chosen from our previous study [21]
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as shown in Table 1. The DNA topoisomerase 1l imhibitory activities of these compounds are
represented as 1Csg values in the millimolar, micromolar or nanomolar range [21]. The struc-
tures of all the compounds were constructed using the DS 3.5 Sketch Molecules module
{(www.accelrys.com). The geometries of these compounds were subsequently optimized using
the Minimization module of DS 3.5 using the CHARMm (Chemistry at HARvard Macromo-
lecular Mechanics) force field. CHARMm provides a vast range of functionality for molecular
mechanics and can be used to diverse areas of research, including protein modeling and
structural biology [30].

3. Computational methods
3.1 Maolecular docking

The most straightforward computational approaches for finding new leads for therapeutic
macromolecular targets are increasingly based on 3D information about protemns. Molecular
docking is an effective method to predict ligands, which are low molecular weight com-
pounds that may interact with a macromolecular target. A primary objective in molecular
docking is the ability to estimate the scoring function and evaluate protein-ligand interactions
as a means of hit identification (virtual screening) and lead optimization (to enhance desired
drug properties). This method is also successfully used as a computational tool to assist drug
discovery.

3.1 Preparation of the enzyme

The crystal structure of Soccharomyces cerevisize topoisomerase 11 (PDB 1D: 1BJT) was
retrieved from the Protein Data Bank (PDB) (www.rcsborg) [31] and further modified for
docking calculations. For preparation of protein and ligands, DS 3.5 software was used. The
target protein was taken, hydrogens were added and their positions were optimized using the
all-atom CHARMm force field and the Adopted Basis set Newton Raphson (ABNRE) method
available in the D.S 3.5 protocol until the root mean square deviation (RMSD) gradient was
<0.05 kealimol A®. The minimized protein was defined as the receptor using the binding site
module, The binding site was defined from the cavity finding method, which was modified to
accommodate all the important interacting residues in the DNA binding site of topoisomerase
Il enzyme. The binding sphere for 1BIT (6.12, 47.51, 26.54, 14.67) was selected from the
active site using the binding site tools.

3.1.2 Preparation of ligands

Previously synthesized benzothiazole and 3-amino-benzothiazolium derivatives were sketched,
all-atom CHARMm force field parameterization was assigned and then minimized using the
ABMR method as described above. Conformational search of the ligands was carried out
using a simulated annealing molecular dynamics (MD) approach. The ligands were heated to
a temperature of 700 K and then annealed to 200 K.

3.1.3 Docking

3130 Coreconstrained  docking (CCD) subprotocol. The CCD subprotocol  mcludes
conformer generation, core-constrained docking and scoring. In terms of core-constrained
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docking, use of the molecular docking algorithm CDOCKER is considered since it has been
shown to be a viable research tool [32,33). CDOCKER is a CHARMm-based grid-enabled
docking method that uses soff core potentials and MD-generated random ligand conforma-
tions, and poses refinement in the active site using a simulated annealing process. In the origi-
nal work, CDOCKER treats the entire ligand as flexible during the initial docking phase. The
core-constrained docking method described here is a modification to the CDOCKER
CHARMm script that allows the scaffold to be locked but the rest of the ligand molecule to
be flexible during initial minimization and the MD conformer generation stage. The core is
allowed to move during final refinement with simulated annealing. Current docking tools do a
reasonable job at getting correct poses, but errors occur in a significant number of cases
[34.35). Constraining the core to the crystal structure coordinates helps prevent incorrect
docking poses.

A prid is defined using the “Grid Extension’ parameter visible at the top level of the sub-
protocol and has been set to a default 8 A distance from the ligand’s center of mass, Details
of the modified CDOCKER process begin with creation of the CHARMm set-up files and
generation of the CDOCKER protein grid. Ligand partial atomic charges and atom types
default to those of Momany-Rone force field [36] as implemented in CHARMm. The typed
ligand is first run through an ABNE minimization stage [30]. Ligand conformations are then
generated, in the absence of protein, through high-temperature MD simulations and a speci-
fied number (top level parameter, default = 20) of simulations are applied. The starting ligand
conformation for each MD simulation is that of its predecessor. Conformations resulting from
each MDD simulation are then docked into the protein and minimized using steepest-descent
(SD), preparing them for final refinement. It is only during this initial docking and conformer
refinement phase where an energy grid for the ligand is imposed and nonbonded interactions
involving van der Waals and electrostatic potentials are softened, enabling enhanced sampling
of conformational space. The core is held fixed throughout the conformer generation and
docking phase. With the core now unconstrained, the docked poses are then further refined in
the receptor active site using a simulated annealing protocol and a full MD minimization (SD
+ conjugate-gradient). During this process the protein is held rigid. A user-specified number
of top poses (top level parameter), based on the largest minus CDOCKER scores, are saved
for the final rescoring step. Many of the advanced CHARMm parameters have been
optimized and do not require changing from their default values.

3.1.3.2 Calenlated binding energy (CBE) subprotocol The CDOCKER docked ligands are
rescored using a physics-based implicit solvation model as the final step. Within the CBE
subprotocol step, the docked ligand poses are rank scored in terms of their binding energies.
For this study, top CDOCKER poses of neutral andfor charged ligands were rescored using
Molecular Mechanics-Generalized Born with Mo lecular Volume {MM-GBMV) andior Molec-
ular Mechanics-Generalized Bom with Simple Switching (MM-GBSW) methods in DS
CHARMm, which approximates the binding energy [37-39). Bound and unbound ligand
receptor energy terms contained within the calculated binding energy include three simula-
tions: free lipand; apo protein; and protein-ligand complex. Solute entropy contributions are
ignored in these calculations, Standard output includes the binding energy terms for the three
simulations and the net calculated binding energy as shown in Equation 1:

AAGggy = ﬁﬂl’:ﬂpﬂh - ﬁGIJgaad‘ — Gpmidn (1)

In present study, the CDOCKER [33] method was performed using DS 3.5 All
docked poses were scored by applying the Analyze Ligand Poses subprotocol to analyze
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receptor—ligand interactions or a set of poses (the results of a docking run) using a vari-
ety of methods. Binding energies were also calculated by applying the Calculated Binding
Energy subprotocol im DS 3.5 using the i sime ligand minimization step in the ABNR
method. The lowest binding energy was taken as the best-docked conformation of the
compound for the macromolecule. The docking results were given im Table 2 and
Figure 1B-1E.

3.2 Pharmacophore modedling

According to the IUPAC definition, a pharmacophore model is “an ensemble of steric and
electronic features that is necessary to ensure the optimal intermolecular interactions with a
specific biological target and to trigger (or block) its biological response’. In DS software, a
pharmacophore is described as the essential features or chemical substructures and their
corresponding 3D locations that are responsible for the similar biological activities of a set of
compounds. Typically, pharmacophore features include hydrophobic, aromatic, hydrogen bond
acceptor, hydrogen bond donor, positive lonizable and negative ionizable.

321 Creare phammacophore auiomatically tools

The Create Pharmacophore Antomatically tools allow you to antomatically build pharmaco-
phore models from a ligand, a receptor or a receptor-ligand complex. The Auto Pharmaco-
phore Generation protocol is used based on a bicactive conformation. This protocol includes

Table 2. Molscular docking results of bermothizzoles md 3-amino-benzothizzoliuvm  derivatives  with
DMA topoisomerase [1.

Calenlated binding encrgy

Compound (kcalmaol) Interacted residues fromtact radiug in 4 AJ*

M2 ~37.094 Lys720 (2,37 A", Arg781% Tyr782° Tyr7s4"

M —13.110 Lys ?zn:, Gly765°, Ala766%, Arg781°, Tyr782°, [le783°,
Tyr 784

M7 +27. M7 Lys720°, Gly765°, Ala766%, Ala778°%, Argl81°% Tyr 782,
Ne783° Tyr7Res

i 1Y =43.121 Lys720°, Arg781% Tyt 762% Tyr784"

M1 ~25.198 Lys 720", Arg7817, Tyr 782", Tyr784"

Mi5 24,174 Lys 720", Arg7817, Tyr 782, 1le783°, Tyr784"

BM#a +4.99%) Lys720(2) {1,89-2,35 A), Arg781", Tyr782", Tyr784"

BMI ~5.390 Lys720", Arg781°% Tyr782 (2,06 A), Tyr7E4

BM7 ~11.338 Lys 720", Asn764% GlyT65°%, Ala766°, ArgTRI%, Tywr782"
Ne783° Tyr7ee"

BM2 +77.486 Lys720%, Arg 7817, Tyr782* De783°, Tyr7847 231 A)

BM3 —26.257 Lys720%, Asn764% Gly7esT, Ala766", Arg781%, Tyr782 (2,09
A, Te7R3%, Tyr7Re®

BM4 —6.631 Lys 7207, Arg781°, Tyr 782°, Tyr784 (1,96 A),

*Hold: H-bonds.,

- intermctions.

" cation interctions.
"':r—-sigrna Interchons.
dtlJTI'[FIE (stenc clash).

“Van der Waals intemctions.
"Electrostatic interactions.
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all pharmacophore features, scores all possible pharmacophore combinations, and retums the
top pharmacophores. The score is based on a predictive model that uses simple descriptors
derived from the type and relative location of the pharmacophore features to predict the
number of hits from a diverse database.

The most widely used geometry- and feature-based pharmacophore elucidation method is
Catalyst from Accelrys, which is currently part of the DS package. Catalyst is an integrated
set of algorithms for conformation generation (ConFirm), molecular superimposition
(HipHop). pharmacophore generation (HypoGen) and database searching (Info). HipHop and
HypoGen provide two approaches for automatic pharmacophore generation.

HipHop provides feature-based alignment of a collection of compounds without consid-
ering the activity. It matches the chemical features of a molecule against drug candidate
molecules. HipHop takes a collection of conformational models of molecules and a selec-
tion of chemical features, and produces a series of molecular alignments in a variety of
standard file formats. HipHop begins by identifying configurations of features common to a
set of molecules. A configuration consists of a set of relative locations in 3D space and
associated feamure types. A molecule matches the configurations if it possesses conforma-
tions and structural features that can be superimposed within a certain tolerance from the
corresponding ideal locations. HipHop also maps partial features of molecules in the align-
ment set. This provision gives the option to use partial mapping during the alignment. Par-
tial mapping allows us to identify larger, more diverse, more significant hypotheses and
alignment models without the risk of missing compounds that do not have to map to all of
the pharmacophore features.

In this study, pharmacophore analysis of the docking pose of BM3 was done by using
Auto Pharmacophore Generation method in DS 3.5. The Auto Pharmacophore Generation
protocol considers the following feature types to generate a selective pharmacophore model

(8)

Figure 2. (A) Pharmacophore model of the docking pose of BM3. The model contains four features:
one hydrophobic (cyan), two ring amomatic (ormange) and one hydrogen bond donar (pink). (B) The
mapping of BM3 (fit value 3.96), to hypol(. (C) The mapping of BM7 (fit value 2.51), to hypol (.
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Table 3. Alinment of common-feature phammacophore model with test set.

Componnd Fit value

BM3 396037

BM4 276215

B M 2587326

BMI 255159

BM2 251312

BM7 250526

MI10 Mo map found
M5 Mo map found
M2 Mo map found
M6 Mo map found
M7 Mo map found
M9 Mo map found

from a bicactive conformation of a single ligand (BM3): hydrogen bond acceptor, hydrogen
bond donor; hydrophobic feature; negative jonizable feature; positive ionizable feature; and
aromatic ring feaure, Ten pharmacophore hypotheses were performed by using Auto Pharma-
cophore Generation. Hypothesis 10 (Hypol0) was chosen as the best hypothesis and tested to
the others. The distances of the best hypothesis were shown in Figure 2A. The fit values of
all the compounds were indicated in Table 3.

4. Results and discussion

In this study, we used benzothiazole derivatives and their corresponding benzothiazolium
forms that had been previously synthesized and shown inhibitory activities against DNA
topoisomerase 11 to interpret the interaction of the 12 molecules with DNA topoisomerase 1
enzyme by theoretically comparing them with the experimental data

In the earlier study, 3-amino-2<(2-bromobenzyl)-1,3-benzothizzole-3-lum 4-methylbenzene
sulfonate (BM3) was not only the most potent inhibitor, it was also extremely active com-
pared with the standard drug, etoposide, among the tested benzothiazoles and benzothiazoli-
ums [21]. In the present stwdy, we showed the different activity mechanisms of
benzothizzoliums and benzothiazole derivatives by using Molecular Docking and Pharmaco-
phore identification protocols of DS 3.5,

It could be stated that BM3 is a catalytic inhibitor of topoisomerase 11, and neither a poi-
son not an intercalator. Moreover, that BM3 plays a preventive role in the DNA binding abil-
ity of topoisomerase 1. This could be explained by BM3 directly interacts with the
topoisomerase 1l enzyme without interacting with DNA,

It was previously reported that there was a clear evidence for a covalent 5 link between
DMNA and the active site tyrosine (Tyr782) resident in topoisomerase [1's winged helix domain
{WHD) [22,23]. The docking siudies showed that BM3 bound to Tyr782 at the active site to
prevent topoisomerase 1l enzyme binding to its substrate DNA. This was one of the reasons
why we selected the DNA topoisomerase 11 enzyme of 8 cerevisiae, which was not bound to
DMNA at its present form as its PDB code (1BJT) for the molecular docking studies. Benzothi-
azole and benzothiazolium derivatives were docked into the topoisomerase 1l enzyme (PDB
ID: 1BIT) using the CDOCKER method of DS 3.5, All the docking results are shown in
Table 2.
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Additionally, pharmacophore analysis of the docking pose of BM3 was performed using
the Auto Pharmacophore Generation method in DS 3.5, Hypothesis 10 was chosen as the best
hypothesis (Figure 2) and the rest of the compounds were used as a test set and mapped with
Hypo 10 using the rigid method in DS 3.5, All the fitted values were shown in Table 3.

As a result of the molecular modeling studies, the NH; group attached to the third posi-
tion of the 3-amino-benzothiazolium ring in BM3, which is the most active compound, makes
a hydrogen bond with Tyr782 (binding energy is -26.257 keal'mol). It also fitted to the hydro-
gen bond donor feature of HypolO. The phenyl ring on the second position of the benzothia-
zole ring has m-cation interactions with Lys720 and fitted to the ring aromatic feature of
HypolD (Figure 1B, Figure 2B). In this way, BM3 binds to the active site tyrosine (Tyr782)
and shows inhibitory activity by blocking the active site of the enzyme, which seems consis
tent with the experimental data found [21]. When we look at the compound M10, which is
the base form of BM3, the benzothizzole ring of this compound has only a-cation interac-
tions with Lys720 (Figure 1C) and it does not bind to Tyr782. Binding to Tyr782 is very
important such that BM3 prevents the binding of DNA, which binds via Tyr782, to DMNA
topoisomerase 11 to continue its function to survive,

According to the pharmacophore analysis, it is observed that any of the benzothiazole
derivatives (M10, M15, M2, M6, M7 and M?) that have no cation form and do not carry
amino group &t the third position are not mapped into Hypo 10 as seen in Table 3. Thus it
can be considered that the activity mechanisms of benzothiazoliums and benzothiazole
derivatives are different.

5. Conclusions

In 2013, some of the new six benzothiazole derivatives and their corresponding 3-amino-ben-
zothiazolium forms were synthesized and their inhibitory activities on DNA topoisomerase 11
enzyme were determined by our group [21] According to our earlier study, the 2-substituted-
benzothiazole derivatives (M2, M6, M7, M9, MI10 and M15) indicated 1Cs; values of topoi-
somerase 11 imhibitory activity between 6.678 mM and &1 pM. Among the benzothiazole
derivatives, only 244-bromophenylbenzothiazole (MP) with an 1055 of 8.1 pM was found to
be more effective than the standard drug, etoposide (ICs; = 10 pM). However, 2-substituted-
J-aminobenzothiazolimm derivatives (BM6, BM1, BM7, BM2, BM3 and BM4, which were
the 4-methylbenzene sulfonate salts of 3-amino-benzothiazolium derivatives of M2, Mé, M7,
M2, M10 and M15, respectively) showed the inhibition effect on topoisomerase 11 with 1Cs,
valies of 8.457 mM to 39.4 nM. While the compound M10 had an 1Cs, value of 788 pM, its
J-amino-benzothizzolium ptoluienesulfonate salt (BM3) was found to be the most potent
inhibitor; it was also extremely active compared with the standard drug, etoposide, among the
tested compounds. The results suggested that BM3 inhibited topoisomerase 11 by a different
mechanism. To explore the mechanisms of the topoisomerase 11 inhibitory activity of benzo-
thiazole and 3-aminobenzothiazolium derivatives, molecular docking and pharmacophore
analysis were performed in this study.

It was previously reported that there was a clear evidence for a covalent 5° link between
DMNA and the active site tyrosine (Tyr782) resident in topoisomerase 1's winged helix domain
[22,23]. And, according to earlier studies, BM3 played a preventive role in the DNA binding
ability of topoisomerase 11 [21]. It could be considered that BM3 bound to this active site via
Tyr7T82 and played preventive role in DNA binding ability of topoisomerase 11 We
showed the interactions of benzothizzole and 3-aminobenzothiazol-3-um derivatives with
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topoisomerase 11 by using molecular docking studies. The resuls of this process were com-
pared with the experimental data to identify the interaction mechanisms of 12 compounds
with topoisomerase . The most potent 3-amino-2-2-bromobenzyl)-1,3-benzothiazole-3-iwm
4-methylbenzene sulfonate (BM3) was chosen for the template revealing their interactions on
topoisomerase 11

From the results of molecular docking, it can be concluded that benzothiszolium com-
pounds bind to the active site tyrosine T2 to prevent the interactions between DNA and the
topoisomerase 11 enzyme. This property of the benzothiazoliums most probably executes the
cell proliferation process i umor cells. The methods presented i this study are able to
provide valuable information about key features and interactions that are important for the
biological activity of the compound, BM3. Our present study showed that the 3-amino group,
as well as the CH; bridge and the bromine atom bound on the orthe position of the phenyl
ring substituted at the second position of benzothiazole, play a significant role in enhancing
the activity. Moreover, according to the performed docking and pharmacophore analysis
results, it can be stated that 3-amino-benzothiazol-3-ium derivatives exhibit a totally different
mechanism than neutral benzothiazoles, which do not bind to the active site in the same way
as J-amino-benzothiazolum compounds. In conclision, BM3 would be a good anticancer
candidate for preclinical studies and 3-amino-benzothiazolinms are worth carrying onto
anticancer studies.
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