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Amag: Bu ¢alismanin amaci, bazi oksadiazol hetero halkali bilesiklerin (1a-g) gesitli bakterilere
karsi antimikrobiyal aktivite sonuglarinin degerlendirilmesidir. Elde edilen MIK dederleri ve hesap-
lanan cesitli parametreler kullanilarak yapi aktivite iliskileri degerlendirilip biyolojik aktiviteye
siibstitiientin etkisi belirlenmistir.

Yéntem: Sivi mikrodiliisyon duyarlilik testi icin steril, disposabl U tabanli 96 kuyucuklu plaklar
kullanilmistir. Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) testi icin Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ve Streptococcus mutans (ATCC 25175) standart suslari kullaniimistir. Tim bilesikler
i¢in teorik hesaplamalar (RHF-PM3) metodu ile yapilmistir.

Bulgular: Oksadiazol bilesikleri 6zellikle hastane enfeksiyonuna neden olabilen P. aeruginosa‘ya
karsi iyi sonuglar vermistir. Test edilen bilesikler arasinda 1c, 1d ve 1f en iyi sonug gésteren bile-
siklerdir.

Sonug: Gliniimiizde, yeni bilesiklerin sentezi ve aktivite testleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
calismadaki sonuglara gére, bu tiir oksadiazol bilesikleri gelistirilebilir ve gelecekte daha etkili ve
yeni antimikrobiyal madde dizayninda kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel aktivite, oksadiazol bilesikleri, MiK
ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate the antimicrobial activity results of some
heterocyclic oxadiazole compounds (1a-g) against several bacteria. Using the MIC values
obtained and various calculated parameters, the relationship between the structures and the
activity were evaluated and the effect of the substituent on the biological activity was
determined.

Methods: Multiwell microdilution plates (sterile, disposable 96 U-shaped wells) were used for
microbroth dilution procedure. Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Streptococcus
mutans (ATCC 25175) were used for the minimal inhibitory concentration (MIC) tests. Theoretical
calculations for all compounds were made by (RHF-PM3) method.

Results: Oxadiazole compounds have good results against particularly P. aeruginosa which causes
nosocomial infections. Among the tested compounds; 1c, 1d and 1f have the best results.
Conclusion: Nowadays, synthesis of new compounds and their activity tests have great
importance. According to the results of this study, such oxadiazole compounds can be improved
and used for the design of more potent and new classes of antimicrobial agents in the future.

Keywords: Antibacterial activity, oxadiazole compounds, MIC

GiRiS kompleks hastaliklari tedavi etmek icin verilen ilag

kokteyllerinin bir pargasi olarak degerlendirilmisler-
Antibiyotikler 20. yiizyilin baslarinda kesfedildiklerin- dir. Son ylzyilda bu durum, enfeksiyon hastaliklarin-
den bu yana bakteriyel enfeksiyonlara karsi birincil dan 6lumleri azaltmis ve yasam siiresini uzatmig!
silah olarak kullaniimistir. Profilaktik etkileri nedeniy- olsa da, antibiyotiklerin uygulanma sikhg kadar
le genellikle kanser veya ameliyat sirasinda veya bazen yanlis kullanimlari da antibiyotik direncli bak-
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terileri ortaya c¢ikarmistir. Metisiline direncli
Staphylococcus aureus ve vankomisine direncli
Enterococcus faecium gibi yiksek direngli yogun
bakim Unitelerindeki bakteriler tibbi maliyeti artirip
hasta yasamini risk altina alarak gesitli komplikasyon-
lara yol agmistir®®, Hem bireyleri hem de toplumu
tehdit eden gesitli enfeksiyonlara karsi gelisen riskler,
antibiyotiklere karsi direncin daha da artmasi ile yiik-
selmektedir. Bu direncli suslarin ortaya cikisi ile bir-
likte direncli bakteriler icin yeni antimikrobiyallerin
kesfindeki zorluklar bilim dinyasini harekete gegir-
migstir. Enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasini saglaya-
cak antibiyotiklerin yani sira direngli patojenlere
karsi da yeni antibiyotiklere gereksinim duyulmakta-
dir. Antibakteriyellerin gelistiriimesinde son vyillarda
basarili galismalarin sayisinin artmakta oldugu ve bu
galismalarin genellikle bilinen antibakteriyel gruplari
kapsadigi dikkat cekmektedir®. Stratejilerin cogu, 6n
ilag veya yeni molekillerin rasyonel duzenlenmesi
temelinde ilag gelistirmek icin planlanmaktadir. Bu
nedenle kimya ile yapilan multidisipliner ¢alismalarla
direnglerin Ustesinden gelinmesine c¢alisiimaktadir.
Bizim de bu calismamizda, patojen mikroorganizma-
lara karsi savagan yeni alternatif kimyasallarin duyar-
liliklart incelenmistir. Bu nedenle yeni bilesiklerin
kesfi icin onemli olacagini duslindigimiz 1, 2,
4-oksadiazol bilesikleri® (1a-g) biyolojik aktiviteye
sahip 6nemli bilesiklerdir ve bu bilesiklerin biyolojik
aktivitelerine molekilde bagli olan farkli slibstitlient-
lerin etkilerinin de (slbstitlient etki) olabilecegi disu-
nulmustir. Buradan yola gikilarak da daha etkili hedef
molekdllerinin tasarimi gergeklestirilebilecektir.

GEREC ve YONTEM
Oksadiazol Hetero Halkali Bilesikler: 3-Stibstitiiefenil-

4-(m-tolil)-1, 2, 4-oksadiazol-5(4H)-on tirevi bilesik-
lerin (la-g) sentezi ve spektral analiz sonugclari

literatiirde® yer almaktadir. Aktivite calismasinda
kullanilan bu bilesik tirevlerinin isimleri ve kodlari
Tablo 1'de, (1c) molekilinin sekli Sekil 1’de veril-
mektedir.

Mikroorganizmalar ve Besiyeri: Calismada kullanilan

mikroorganizmalar Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal’ndan saglanmistir.
Arastirmada in vitro antibakteriyel aktivite testleri
icin  Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) ve Streptococcus mutans (ATCC 25175) stan-
dart suslari kullaniimistir. Ampisilin (Fako, istanbul,
Tirkiye) ve siprofloksasin (Fako, istanbul, Tirkiye)
referans madde olarak kullanilmistir. Hemolizli at
kanli Mueller-Hinton Broth (MHB) icin at kani Kocaeli
Universitesi Kartepe Atcilik Meslek Yiiksekokulu’ndan
saglanmistir.

Bilesiklerin _Mikrobiyolojik Etki Tayini Yontemi: Yedi

(1a-g) maddenin antibakteriyel aktivitesi CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institue) 6nerileri dogrul-
tusunda sivi mikrodilisyon duyarlilik test yontemi ile
yapilmistir®?, Sivi mikrodiliisyon testi igin steril, dis-
posabl U tabanh 96 kuyucuklu plak kullaniimistir.
Maddelerin stok sollisyonu steril etanol ile yapiimis-
tir. Yapilan dilisyonlarda kullanilan etanoliin mikro-
organizmalara karsi zararli bir etkisi yoktur. Bilesik
dilisyonlari Mueller Hinton Broth ile U tabanli plaka
kuyucuklarinda maddelerin konsantrasyonu 1600,
800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56,
0.78, 0.39, 0.19, 0.09 ve 0.04 pug/ml araliginda olacak
sekilde hazirlanmistir. Ampisilin (Fako, istanbul,
Tirkiye) ve siprofloksasin (Fako, istanbul, Tiirkiye)
antibakteriyel maddeleri referans madde olarak kul-
laniimistir ve konsantrasyonlari literatiirde®” belirtil-
mektedir.

Antibakteriyel aktivite i¢in S. mutans standart susu
koyun kanli agara ekilerek 35°C 36-48 saat mikroae-
rofil ortamda inkilibe edilmistir. Antibakteriyel aktivi-
te icin kullanilacak standart suslarin inokilumu 0.5
Mc Farland 1x10® CFU/ml (koloni olusturan (nite)
olarak hazirlanmistir. Daha sonra bu konsantrasyon-
lar S. mutans icin %2-5 liyofilize at kanli Mueller
Hinton Broth besiyeri kullanilarak, diger bakteriler
icin ise Mueller Hinton Broth ile 1/10 oraninda sulan-
dirilarak son derisim 107 CFU/ml olacak sekilde hazir-
lanmistir. Hazirlanan bakteri slispansiyonlari (1a-g)
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maddelerinin plaktaki 100 pl’lik konsantrasyonlarina
5x10° CFU/ml oraninda pipetlenmistir. Daha sonra
bu plaklar S. mutans igin 35°C 36-48 saat mikroaero-
fil ortamda, diger bakterileri iceren plaklar ise 35°C
16-24 saat aerobik olarak inkiibe edilmistir. Bakteri
Uremesinde gozle goriliur bulanikligin olmadigl en
son kuyucuktaki madde konsantrasyonu MiK olarak
kabul edilmistir. Testler iki kez yinelenmistir.

Teorik Hesaplanan Molekiiler Parametreler: Bilesikler

(1a-g) icin cesitli molekiiler parametreler (diskriptor-
ler) Hyperchem (Hypercube Inc., Ver 7.2 for Windows,
2002, ABD) programi kullanilarak sinirlandiriimis
Hartree-Fock (RHF)-PM3 (Parametrizasyon modeli,
sirim 3) yontemi ile hesaplanmistir. Bu parametre-
ler; oktanol-su dagilim katsayisinin logaritmasi
(clogP), Van der Waals yiizey alani-approx (SAA), Van
der Waals molekiler hacim (MV), molar refraktivite
(MR), polarite (polar), total dipol moment (), hidra-
tasyon enerjisi (HE) ve olusum entalpisi (heat of for-
mation) (AHf) degerleridir (Tablo 2). Bilesik (1c)'nin
(RHF-PM3) metodu ile hesaplanan minimum enerjili
konformasyonu Sekil 1’de verilmistir.

BULGULAR

Bilesiklerin (1a-g) in vitro antimikrobiyal aktivite bul-
gulari Tablo 3’te verilmistir. S. mutans bilesiklere
karsi direngli (MiK= >1600 pg/ml), diger bakteriler
ise bilesiklere karsi duyarli (MiK=50-200 ug/ml)
bulunmustur. Bilesiklere ve referans maddelere ait
aktivite sonugclarinin grafiksel gosterimi Sekil 2'de
verilmistir.

Bilesiklerin timd ampisilin ile karsilastirildiginda
Gram negatif bakteri olarak hastane enfeksiyonlarina
yol agan P. aeruginosa‘ya karsi (MiK=50 pg/ml)
oldukca etkilidir. Birbirleriyle ve standart sus ile kar-
stlastinldiginda Gram negatif E. coli bakterisi madde-
nin c, d, e ve f tiirevlerine karsi duyarl (Mik=100 pg/
ml) ancak a, b ve g tirevlerine karsi daha direngli
(MiK=200 pg/ml) bulunmustur. Olduk¢a direncgli
enfeksiyonlara yol acabilen S. aureus bakterisi mad-
denin tiim tiirevlerine karsi duyarlidir (Mik=100 ug/ml).
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Tablo 1. 3-Siibstitiiefenil-4-(m-tolil)-1, 2, 4-oksadiazol-5(4H)-on
tiirevleri ve kodlar (1a-g).

Tirevler Kod
3-(p-metoksifenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H-on la
3-(p-tolil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H-on 1b
3-(fenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H-on 1c
3-(p-florofenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H-on 1d
3-(m-klorofenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H-on le
3-(m-bromofenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H)-on 1f

3-((p-triflorometil)fenil)-4-(m-tolil)-1,2,4-oksadiazol-5(4H)-on  1g

Sekil 1. Bilesik (1c)’'nin (RHF-PM3) metodu ile hesaplanan mini-
mum enerjili konformasyonu.

250

I S aureus
200 - I E. faecalis
[ P. aeruginosa
[ E. coli

[

S. mutans

150 4

100 A

MIK (ug/ml)

50

Ampisilin
Siprofloksasin

Sekil 2. Bilesiklere (1a-g) ve standartlara ait MiK degerlerinin
grafiksel gosterimi.
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Tablo 2. (1a-g) bilesiklerine ait (RHF-PM3) metodu ile hesaplanan teorik parametreler.

Bilesik clogP SAA (A?) MV (A3) MR (A3) Polar (A3) u (D) HE (kcal/mol) AHf (kcal/mol)
la 1.22 296.56 253.61 85.67 30.30 6.830 -8.74 -11.65
1b 2.36 284.18 245.83 83.57 29.67 6.395 -5.94 17.14
1c 2.21 261.41 229.36 79.29 27.83 6.246 -7.11 27.12
1d 1.61 266.46 231.73 79.42 27.74 4781 -6.80 -16.35
le 1.99 277.20 243.23 84.01 29.76 5.890 -6.73 20.75
1f 2.26 282.12 250.73 86.83 30.46 5.819 -6.72 35.08
1g 2.78 298.10 253.62 84.51 29.39 3.773 -6.53 -130.22

Tablo 3. (1a-g) nolu bilesiklerin in vitro antibakteriyel aktivite sonuglari [MiK pg/ml (umol/ml)].

Bilesikler Staphylococcus aureus  Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa  Escherichia coli  Streptococcus mutans
(1a-g) ve Standartlar (ATCC 25983) (ATCC 29212) (ATCC 27853) (ATCC 25922) (ATCC 25175)
la 100 (0.354) 100 (0.354) 50 (0.177) 200 (0.708) >1600

1b 100 (0.376) 50 (0.188) 50 (0.188) 200 (0.751) >1600

1c 100 (0.396) 50 (0.198) 50 (0.198) 100 (0.396) >1600

1d 100 (0.370) 50 (0.185) 50 (0.185) 100 (0.370) >1600

le 100 (0.349) 100 (0.349) 50 (0.174) 100 (0.349) >1600

1f 100 (0.302) 50 (0.151) 50 (0.151) 100 (0.302) >1600

1g 100 (0.312) 50 (0.156) 50 (0.156) 200 (0.624) >1600
Ampisilin 0,78 0.78 - 6.25 <0.25
Siprofloksasin 0.25 0.25 0.25 0.04 -

E. faecalis bakterisi birbirleriyle ve standart sus ile
karsilastirildiginda ise maddenin b, c, d, f ve g tlrev-
lerine duyarlidir (MiK=50 pg/ml). Diger yapilarin MiK
degeri ise 100 pg/ml olarak ve daha az etkili bulun-
mustur.

Dis clruklerine, periodontit enfeksiyonlarina ve
tedavi edilmezse pulpit ve periapikal doku enfeksi-
yonlarina yol agan S. mutans’in ise maddenin tim
yapilarina karsi direngli oldugu (MiK= >1600 ug/ml)
bulunmustur. Maddelerin (1a-g) 1600-0.04 pg/ml
konsantrasyon araliginda S. mutans’in Gremesini dur-
duracak bir etkisinin olmadigi gézlenmistir.

Ayrica oksadiazol (1a-g) bilesikleri icin antimikrobiyal
aktivite tayinine ek olarak cesitli fizikokimyasal ve
teorik parametreler hesaplanmistir. Yapi-etki iliskile-
rinin ¢6ziimlenmesine yardimci tekniklerden biri
olan QSAR analizinde de kullanilabilecek bu teorik
parametreler ila¢ etken maddesi bilesiklerin arastiril-
masi ve gelistirilmesinde kullaniimaktadir. Yeni ilagla-
rin ortaya ¢cikmasi icin dncelikle yapisi belirlenmis bir
bilesige cesitli kimyasal modifikasyonlar uygulanarak
kimyasal yapisi gesitlendirilir. Daha sonra kimyasal

bilesiklere ait molekiler yapi ile gosterdikleri biyolo-
jik etkinlik arasindaki iliskinin varligi fizikokimyasal
parametreler hesaplanarak matematiksel yontem-
lerle nicel olarak ¢6ziimlenir. Bu hesaplamalar daha
sonra regresyon analizinde kullanilabilecegi gibi
cesitli elektron gekici ve elektron salici stibstitlientle-
rin m- ve p- konumundaki varliginda heterosiklik
oksadiazol bilesiklerinin sahip oldugu tanimlayicilar
hakkinda bilgi vermektedir. Tablo 2’de sibstitlient
etkinin fizikokimyasal parametreler tizerindeki etkisi
gorulmektedir.

TARTISMA

GuUnUmiuzde, bakterilerin bilinen molekil gruplarina
karsi diren¢ kazaniyor olmasi halk saghgi agisindan
blylk sorunlar olusturmakta ve bu durumun kusku
verici seviyede olabilecegi dislinitlmektedir.
Antibiyotiklere direng kazanmis mikrobiyal patojen-
leri kontrol altina almak icin farmakolojik olarak aktif
yeni bilesiklerin bulunmasi gerekmektedir. Ozellikle
1988’lerden bu yana vankomisin direncli E. feacalis
(VRE)'in ortaya cikisi, metisilin ve vankomisin direng-

li S. aureus (MRSA/VRSA) suslari, direngli bakterilerin

189



neden oldugu sepsis, ishal ve yogun bakim Unitele-
rinde sik rastlanan MRSA ve VRE hastane enfeksiyon-
lari gibi yeni klinik tablolarin ortaya ¢ikmasi dogal
antimikrobiyal Urlinlerin 6nemini tim dinyada
artirmaktadir®,

GlnUmuzde, yogun bakimda uzun siire yatan hasta-
lardan Uretilen ¢ok ilaca direngli P. aeruginosa enfek-
siyonlarina bagh tedavide zorluk yasanmaktadir.
Guncel kullanilan antibakteriyel ilaglarin direncli
olusu veya tedavi sirasinda direng gelismesi en ¢ok
zorlandigimiz durumdur. P. aeruginosa bakterisi ince-
lenen bilesiklerin (1a-g) tiimtine duyarh bulunmustur
(MiK=50 pg/ml). Bu durum gelecekte tedavi sece-
nekleri icin bize Umit vermektedir.

Tum bilesiklerin 50-200 pg/ml arasinda degisen MiK
degerlerinde antibakteriyel etkiye sahip olduklari
bulunmustur.

Biyolojik aktivite-yapi iliskisi veya kantitatif yapi-
aktivite iliskileri (QSAR) olarak tanimlanan islemlerle,
kimyasal bilesiklerin molekuler nitelikleri (yapisal/
fizikokimyasal 6zellikleri) ile biyolojik aktiviteleri ara-
sindaki iliskileri matematiksel yontemlerle
belirlenmektedir®, QSAR yoéntemi kullanilarak ileri-
de olusturulabilecek yeni ¢alismalarla, bu tiir oksadi-
azol bilesiklerinin biyolojik aktivite sonugclari daha iyi
degerlendirilecek ve en basarili ilag aktif maddeleri-
nin sentez yolu acilabilecektir. Dis ¢lriklerine, perio-
dontit enfeksiyonlarina ve tedavi edilmezse pulpit ve
periapikal doku enfeksiyonlarina yol acan S. mutans’a
karsi etkili olabilecek yeni molekil arastirmalarina
agirhk verilip ayrica maddelerin antifungal aktivitele-

ri de incelenebilecektir.

Literatlirde bu tlr 1, 2, 4-oksadiazol hetero halkal
bilesiklerinin antibakteriyel aktivite sonuglari bulun-
mamaktadir. Yeni bir antibakteriyel sinif olma potan-
siyeline sahip olan bu bilesiklere ait gerceklestirdigi-
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miz antimikrobiyal aktivite calismasi biyik bir 6nem
tasimaktadir. Daha kompleks oksadiazol bilesiklerinin
farkl substittentler kullanilarak sentezi gerceklestiri-
lebilir ve bu bilesiklerin antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri belirlenebilir.
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