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Bu calisgmada bir silfonamit ttrevi olan propansilfonik asit hidrazit (psh) ile
bundan tdretilen; 5Cl-salisilaldehitpropanstilfonilhidrazon (5Cl-salpsh), 5Br-
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5CI-tiyofenkarboksialdehitpropanstilfonilhidrazon (2Ac5Cltipsh) bilesikleri
sentezlenmgtir. Ilk kez sentezlenen propansiilfonilhidrazonlarin yagari;
element analizii FTIR, H-NMR, C-NMR, LC-MS spektrumlari ile
aydinlatiimistir.  Ayrica sentezlenen propansulfonilhidrazon  bilgiklerin
karbonik anhidraz enzim Il (CAll) Uzerindeki inhibi syon aktiviteleri 1Csg
degerleri kar silastirilarak incelenmistir.
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1. GIRis

Aromatik sulfonamitler, bakteri enfeksiyonlariniedavisinde ilk kez kullanilan
kimyasal maddelerdir ve penisilin bulununcaya kadgogun bir sekilde
tuketilmislerdir. Stlfonamit grubu (R-SENR1R;) ve turevlerini (sulfonil hidrazit,
sulfonil hidrazon, sulfonil tre v.s.) iceren ilagdakisaca SULFA ilaglar adi
verilmektedir [1,2]. Klasik sulfa ilaclarindaMafenide yanik enfeksiyonlarinda,
Sulfadoxine (veya fansidar) sitma tedavisinde,Sulfacetamide, Sulfamethizole,

Sulfisoxazole, Sulfamethoxazole antibiyotik olarak halen kullaniimaktadir.

Son yillarda piyasaya surilen g ilag, stulfonamitlénemini vurgulamaktadir: 1998
de Pfizer tarafindan piyasaya surulen SildenafifaSi(Viagra®) [3,4], 1999 da
Glaxo tarafindan piyasaya surilen HIV-I aspartibtpaz inhibitéri olan ve AIDS
hastalginin tedavisinde kullanilan Amprenavir (Ageneras¢®¥p] ve yine 1999 da
Searle /Pfizer firmasi tarafindan satgikartilan COX-2 inhibitort olanga kesici,
osteoartris ve romatoid artritis tedavisinde kulam Celecoxib (Celebrex®) [7].

Sulfonamit grubu, organik ve tibbi kimyada cok sailan bir gruptur ve
kemoterapik onemi gittikce artmaktadir [8]. Ogive Matriks metalloproteinaz
(MMM) inhibitdért olarak arthiris (eklem iltihabi) kanser ve multipl skleroz
tedavisinde [9]; trombin [10] ve nonpeptid glikogem [IB/IIA [11] inhibitori
olarak miyokart enfarktiist, inme (stroke) ve puleoemboli tedavisinde; endotetin
reseptor antagonisti olarak hipertansiyon, korfjestalp yetmezlgi, bobrek
yetmezlgi ve metastatik prostat kanseri tedavisinde [1R]selektif 5-HT; reseptor
antagonisti [13] olarak uyku bozuldu, depresyon vesizofreni tedavisinde;
vasopresin Y reseptdr antagonisti [14] olarak hyponatremia g&hirlenmesi)
tedavisinde; angiotensin Il reseptor antagonistiak [15] hipertansiyon tedavisinde;
skualen epoksidaz inhibitori olarak [16] kolesterbomeostatit ve kalsiyum

homeostatik dengeleme tedavisinde kullaniimaktadirl



Sulfonamid’den tdretilen sulfonilhidrazon hilkleri c¢esitli tibbi uygulamalarda
kullaniimaktadir. Orngin; benzaldehidarilstlfonilhidazon insanlarda midaserine
SGC 7901 kau antineoplastik Ozellik gOsterir [17], 4-
substitiiebenzensulfonilhidrazon antibkteriyal aksivgosterir [18], N-arilstlfonil
hidrazonlar IMP-1  (metal@-laktamaz) enzim inhibitéradir.  Aromatik

substitientlerin hacmi arttikca inhibitor etkisimaktadir [19].

1980’de glioksilik asit ile RSeNHNH; nin tepkimesinden elde edilen neoplazma
inhibitoéra olan alkilstlfonil hidrazonlar, RS8HN:CHCO,H (R = Ph, stiril, Me,
Bu, etc.) leukemia P-388 kanserine kar etkilidir [20] 4-(Arilsulfonilhidrazino)
kinaldinler antibakteriyal aktiflik gostermektedi1].

Aromatik aldehitlerin prazolil ve tienil sulfonildrazonlan sitotoksik etki
gostermektedir [22]. Ftalimidoasetaldehitlerin silithidrazonlari Ehrlich Ascites

karsinom hucreleri Gizerinde etkindir [23].

Sulfonamitler karbonik anhidraz (CA) enzim inhibiidolarak bilinmektedirler. Bu
enzim, canhlarda bulunur ve karbonik asitin karhoksite dongimuni katalizler.
Farkli, insan karbonik anhidraz izoenzimleriyle kmeks olgturan bu ilaclarin tam
kristal yapilari hem sulfonamit ilaglar ile molekiilseviyede karbonik anhidrazin
inhibisyon mekanizmasini anlamak igin hem de ydasieten az olan ilaclarin
rasyonel dizenlemesi icin olduk¢ca ©onemlidir. Kaikoranhidraz enzimi ile
kompleks olgturan bazi silfonamit ilaclarindan olan asetazadlgBiasetamit-1, 3,
4-tiadiazol-2-sulfonamit: AZM), amsulf (3-asetoksi -4-aminobenzen sulfonamit:
AMS) ve methazol amit(5- asetilamino-4-1, 3, 4-tadlin-2-sulfonamit MZM) 'in
kristal yapilari incelenngtir [24-28].



ASETAZOLAMIT 03 METAZOLAMIT

S-asetarmit-1, 3, 4-tiadiazal-2-silfonamit S-asetilamino-4-1, 3, 4-tiodozalin-2-sulfonarmt

AMSULF

3-asetoksiciva-4 -aminobenzen silfonamit

Sekil 1.1. Asetazolamit, Metazolamit ve Amsulf'unskal yapilari

Karbonik anhidraz’'in en gucli organik inhibitérlearomatik ve hetero aromatik
sulfonamitlerdir. Bu bilgikler hakkinda toplu bilgi Bolum 2 de verilmektedir
Sulfonamitler ile CA’nin inhibisyonu kliniksel olak glaucoma hastgl, kicik
felcler, 6dem ve dahastaliklar tedavisinde kullanilabilir [29-31].

Pirimer amino grubu iceren aromatik sulfonamitlerimeterosiklik ve aromatik
aldehitlerle olan reaksiyonundan elde edilen biri sgchiff bazlari ve metal
kompleksleri, karbonik anhidrazin U¢ izoenzimi ytapilan cakmalarda ( hCAl,
hCAIll bCAIV, h = insandan elde edilen, b =g izoenzim) inhibitdér olarak

gosterilmilerdir [32].

Sulfonilamit, homosilfonilamit, 4-aminoetil-benzéitfenamit ve 5-amino-1,3,4-

tiadiazol-2-sulfonamit gibi aromatik/heterosiklikil®onamit ve amino-silfonamit



tirevlerinden olgan Schiff bazlari nin da CAIl ve CAIl inhibitérlenlabileces
belirtiimektedir [33].

Son yillarda tarafimizdan yapilan metansuilfonik asilrazit bilgiginin yani sira
etan silfonik asit hidrazit [34] ve propan sulfonésit hidrazit bilgigi de
sentezlenmgi ve bunlarin hidrazon bgileri ile metal kompleksleri elde edilerek
yapilari tayin edilmgtir [35-38]. Ayrica sentezlenen bazi propansulfoiditazon ve

metal komplekslerinin biyolojik aktivitelerine bakuistir [39].

Bu calsmada bir silfonamit olan propansiilfonik asit hidrgklH,-NH-SO,-CH,-
CH,-CHs) kullanilarak 5Cl-salisilaldehitpropansilfonilhadon, 5Br-salisilaldehit
propansulfonilhidrazon, 2-hidroksi-3-metoksibenzdlitipropansilfonilhidrazon, o-
aminobenzaldehitpropansulfonilhidrazon, tiyofenkddialdehitpropansulfonil
hidrazon, 2-asetiltiyofenkarboksialdehitpropansiilfuidrazon, 2-asetil-3-
metiltiyofenkarboksialdehitpropansulfonilhidrazon, 2-asetil-5Cltiyofenkarboksi
aldehitpropansulfonilhidrazon bgéleri ilk kez sentezlenmgtir. Yapilari element
analizi, FTIR,*H-NMR, *C-NMR, LC-MS yéntemleriyle aydinlatilrgir. Ayrica
sentezlenen tim biilerin karbonik anhidraz 11 (CAIll) enzimine karinhibitor
etkisi incelenmgtir. Daha 0©nce etan silfonil hidrazon kilderi ve Ni, Co
kompleksleri sentezlenerek CAIl enzim inhibitoriebikleri incelenmstir [40].

Calismamizin amaci literatlrde ila¢ olarak dnemleri wvmgmg olan silfonamit
grubu bilgiklere daha 6nce sentezlenmerolan yeni bilgikler ekleyerek bunlarin
yapilarini aydinlatmak ve bu bgiglerin CAIl enzimi Uzerindeki inhibitor etkilerini

aragstirarak ilag sektdrtinde yeni ufuklar acabilmektir.



Bu calsmada sentezlenen hilklerin isimleri ve formulleri gagida verilmektedir.

(psh)
(5Cl-salpsh)
(5Br-salpsh)
(o-vanpsh)
(o-abpsh)
(tipsh)
(2Actipsh)
(2Ac3mtipsh)
(2Ac5Cltipsh)

© ® N o g > w NPk

: Propan sulfonik asit hidrazit
: 5Cl-salisilaldehitpropansuifbidrazon
: 5Br-salisilaldehitpropansuifbidrazon
. 2-hidroksi-3-metoksibenzaldetuggansulfonilhidrazon
: 0-aminobenzaldehitpropansulfodrzon
: Tiyofenkarboksialdehitpropanstilibidrazon
. 2-asetiltiyofenkarboksialdehitpemsulfonilhidrazon
: 2-asetil-3-metiltiyofenkarboksiahitpropansulfonilhidrazon
: 2-asetil-5ClI-tiyofenkarboksialdgpropansulfonilhidrazon
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARA STIRMASI

2.1 Karbonik Anhidraz Enzimi

2.1.1. Dagihmi ve fizyolojik dGnemi

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz E.C. 4.2)1ilk kesfedilen Zrf* iyonlu bir
metaloenzimdirilk defa memelilerin eritrositlerinden saftailan karbonik anhidraz
(CA), genel olarak metabolik CQransferini sglamanin yani sira, bir cok dokuda,
H* ve HCQ"In birikiminde de rol almaktadir. Bu dokular araga bobrek, gastrik
mukoza ve g0z lensini sayabiliriz. Bunlardagkzahistokimyasal metodlarla, tukrik
bezleri, kaslar, sinir miyelin kilifi, pankreas,optat ve endometrium dokularda da
CA ' ya rastlanmyi ve bunlarin bazilar safifarilarak, biyokimyasal 6zellikleri
incelenmgtir. Baliklarin solungag ve salgi organlarinda,id@&irek ve bakterilerde,
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde v&ilbrin fotosentetik hiicre
kloroplastlarinda bu enzimin gigik rolleri oldugu ayrica ispatlanngtir. CA s6zu
gecen canli hicrelerinde @o kez stoplazmada c¢ozunmibazende hicre

membranina zayifca pnms olarak yer almaktad(#41,42].

Karbonik anhidrazin dgsik izoenzimleri farkli birsekilde dokulara dalmistir. Bazi
izoenzimler ayni dokularda birlikte bulunglu gibi (eritrosit CAlI ve CAIl ), dier
bazi dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir (meamb bgh CAIV gibi).
Eritrositlerde bol miktarda bulunan CAl izoenzimanynda, CAIl dgisik dokulara
H* ve HCQ " salgilamaktadir. Ayrica bobrek kortekslerinden ézeblilen CAll ile
eritrosit CAIl 'nin batin 6zelliklerinin tamamen rmyoldusu bulunmutur. Diger
dokularda ise CAIl izoenzimi eser miktarda buluntadk. Membrana ki bir
izoenzim olan CAIV ise insan bolgie ve akcgerlerinden izole edilntir.
Epitelyum hucrelerde CAIV’Un, CAIl ile birlikte buhdysu tespit edilmitir.
Yapilan calgmalar, CAIV'Un ergkin kisilerin dokularinin buydk bir béliminde ve
bazi fetal dokularda bulundu belirlenmgtir. Ayrica CAIV renal tubuler hiicrelerin
plazma membranlarinda ekstraktlanabilen proteinByl%adar oldgu belirlenmitir.



Son olarak CAV belirli dokularin mitokondrilerind€AVI tikrik bezlerinde ve
CAVIl ise sitozolde bulunan izoenzimlerdir [43-45Cizelge 2.1'de 14 farkh

karbonik anhidraz izoenzimleri verilmektedir.

Cizelge 2.1. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Sulfonamitlere | Hicrede bulundgu

[zoenzimler Katalitik aktiviteleri
duyarlilig yer
CAl Dustk (CAIlI'nin %210u) Orta duzey Sitozol
CAll Yuksek Cok yuksek Sitozol
Cok diguk (CAII'nin _
CAIll Cok disik Sitozol
%0,3'l)
CAIV Yuksek Yuksek Membrana Bh

Orta derecede (pH7,4) _ _
CAV Yuksek Mitokondri
Yuksek (pH8,2)

CAVI Orta derecede Orta duzey-fik | Tukrige gizlenmg
CAVII Yuksek Cok yiksek Sitozol
CARPVIII Katalitik degil - Mu_htemélen
sitozolik
CAIX Yuksek Yuksek Membrana Bh
CARPX Katalitik degil - -
CARPXI Katalitik degil - -
CAXII Aktif (nicel veri yok) - Membrana bgl
CAXIlI Muhtemelen yiksek - -

CAIV Dusuk - Membrana bz




Eritrosit CA'sinin en 6nemli fonksiyonu ise, dokickl damarlarinda, metabolizma
ariint olan CQi H,COs'e, akcger pulmoner kapilerde ise,B0s'1 CO,'e donigmesi
reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda ydmaatadir. Katalizlenen

reaksiyonsoyledir:

H' +HCO, === H;00;
l—v H30+DGZJ

Bobrek tubullerinde ise, ayni reaksiyonlarla, "Nae HO geri emilimini
salamaktadir. Dger dokularda da yine yukaridaki reaksiyonla ya, @@nsferini, ya
da H iyonu birikimini temin ederek, hiicre icin gereklitami meydana getirir.
Sonug olarak omurgalilarin kan ve hicreler aragssidaki en 6nemli tamponun

bikarbonat tampon sistemi olgiu sdylenebilir [44,46].

Son yillarda yapilan ¢gmalarda sulfonamit inhibitdrlerinin Ure sentezizahtig
gosterilmitir. Bu durum, mitokondriyel CA enziminin (CAIV),itsulin sentezi icin
gerekli olan HC@ iyonunu, sitrik asit devrinden gelen gQlen sglayarak ure

devrinin ilerlemesinde buyuk role sahip olmasiygekknabilir.

Yine iskelet kasinda CA, laktik asit- laktat dengds cok 6nemli bir role sahip
oldugu yapilan cakmalarla gOsterilmiir [47]. Bitki kloroplastlarindaki CA
enziminin roll, atmosferden gelen €@ yapraklarda HC® halinde tainmasi ve
daha sonra tekrar GOe doniturtlerek fotosentezde kullaniimageklinde ifade
edilmektedir [47,48]. CA'nin kuvvetli bir inhibitdr olan asetazolamitin (2-
asetilamino-1,3,4-tiyazol-5-sulfonamit) fotosentaayini inhibe etmesi bu ifadeyi

dogrulamaktadir [49].

Canli dokularda bulunan Karbonik anhidrazin fizyélaolleri Maren ve Carter

tarafindan genibir sekilde anlatiimgtir [42].
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Son olarak, karbonik anhidrazin gOHCO; ve HO arasindaki dondimleri
gerceklgtirmesi ile bircok dokuda hayati 6neme sahip @ldw soylemek

mumkudnddr.

2.1.2. Fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri

Son on vyilldan beri karbonik anhidraz, enzimatik akain prensiplerinin
aydinlatiimasinda, énemli bir rol oynamaktadir. @4, metabolizmada 6nemli rol
oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda karamnash ve uygursartlar altinda
aktivitesi kaybolmadan uzun stre bekletilebilme#ii gavantajli 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir [50].

Karbonik anhidraz, C®ve HCO; veya ortamin pH' sina gére HgGOre CQ*
iyonlari arasinda dégumleri katalizleyen bir enzimdir. Dizlemsel bir rabkiil olan
CO; 'in farkli acgilara sahip piramidal yapida@®0Os 'e kendilginden don§limu
oldukca yavstir.

9 9 9 0
_—
C + HO === == 4 /AN
o l-D/c\G-l ~d C\m o o
N =11 (pH=T7) (pH=2)
Karbondioksit | Kérp]?on' )'t Bikarbonat Karbonat

CA, bu cok yava gerceklgen donigum reaksiyonlarini in vivo ve in vitrgartlarda
son derece hizh biekilde katalizlemektedir.

Karbonik anhidrazin yapisal olarak iki énemli 6gglivardir. Bunlardan birincisi,
aktif bolgede Zf*iyonu ve ona bgi bir OH grubu ihtiva ederikinci olarak, aktif
bblge yakinlarindaki amino asitler, proton veri@ proton gradienti okliuracak
sekilde duzenlenmgierdir. Karbonik anhidrazin katalizlegli CO.-hidrataz
mekanizmasi basitggekil 2.1' de verilmtir.
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Birinci basamakta Zi iyonuna bgli OH grubundaki ba yapmayan elektron
ciftinin, CO, molekuliine nikleofilik atak yaparak, karbon-oksijegsi olusturmasi
esnasinda (llyI-bagr aciimaktadir (Ill). Daha sonraki basamakta, niégaikli
oksijen atomunun proton abstrakti (IV) ve susgiie HCO; ™ iyonu ayrilmaktadir.
Son olarak V nolu bikgk bir H* iyonu kaybederek yeniden | nolu ilge

dontmektedir.

% N
H C
No H\‘ f(‘ Yo "'\\ o C°
/Z|n+2 —.—?—;“ _ 72 — Z|n+2
His o4 His 119 OO His o4 I His 119 His o4 I His 119
His o5 His gg His o5
()] (In am)

)
/"]“\

His g4 His 119

His 119 His g4
His gg His og

V) av)

Sekil 2.1. Karbonik anhidrazin katalizlgiliCO,-hidrataz mekanizmasingematik
olarak gosteriti

Karbonik anhidrazin bilinen yedi izoenziminden ugian CAI, CAll ve CAIl
kristallendirilmis ve yapilari hakkinda detayh bilgiler elde edgtiri Ug izoenzim de
sitoplazmada ¢ozunmihalde bulunur. Molekul @rliklari 28 000 dalton olup, 259
veya 260 amino asitten ibaret tek bir polipeptidcm halindedir. Her bir enzim
moleklluntin aktif boélgesi, yalkje&k tetrahedral geometriye sahip, U¢ histidin
imidazol halkas! ve bir su molekiilii ile koordinenok Zn?* iyonu ihtiva etmektedir.
Zn** iyonunun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmemp, uzaklatiriimasiyla
elde edilen apo-CA'lar tam manasiyla aktivitedeksymdurlar [51-53].
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Insan eritrosit CAl ve CAII'nin amino asit dizlerinin tespiti, bu konudaki
calismalarin balangici olmgtur. Daha sonraki yillarda@r, at,sempanze, ve rhesus
maymunlarina ait CAl'lerin ve yine @r, at, koyun ve tasan kaynakli CAIl' lerin
amino asit dizikleri tam olarak tayin edilmgiir. Kas izoenzimi olarak da bilinen
CAIlll'in amino asit dizilsi ise insan icin belirlendi gibi sigir ve atlarda da
arggtinimistir. Bu calgmalar sonucunda ¢ izoenzimin amino asit diati ve Uc¢
boyutlu yapilari yoninden buyik olcide benzerlsahip oldgu gosterilmgtir [54-
57].

Karbonik anhidrazin s6zi edilen ¢ izoenzimi, yapilyoninden ¢ok benzemesine
ragmen, aktiviteleri ¢ok farklidir. CAll izoenzimi CAden 60 ile 100 kat daha fazla
aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik i@ikiesi ( turnover sayisi ) en yuksek
olanidir. CAlll ise, en az aktif olan izoenzimdie \CQ-hidrataz aktivitesi CAl'in
%5'i kadardir. Karbonik anhidraz izoenzimlerininmadilerdeki molektl girhiklari

28 000 dalton, bitki kloroplastlarindan elde edilen hegzamerik bir yapiya sahip
olan CA'nin ise 180 000 dalton ofglu gordlmitir. Bunun yani sira insan
bobresinde hiicre zarina gh 66 000 dalton molekil @rliginda ve yine tayan
eritrositlerinde 54 000 dalton molekigidiginda, karbonik anhidraz aktivitesine

sahip proteinlere rastlangtr [55,58].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin izoelektirik ph¥l tirden ture farklihk
gostermekte ve aktivitesi ile bir korelasyona masthamaktadir [59]. Amino asit
bilesimleri yoninden benzerlik gosteren memeli, baktexibalik CA'lan yiksek
oranda prolin, asidik, bazik ve az miktarda kukildamino asitler ihtiva etmektedir.
Bitki CA'lari ise bunlara nispeten daha yluksek geste sistein tarlar [60].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin, GO H,CO; ve HO arasindaki doriim
reaksiyonlarini katalizlemesinin yani sira, eleflifobir merkeze, nuklofilik ataklar
iceren, bazi reaksiyonlarida katalizlgdbilinmektedir. Bu reaksiyonlar; aldehit,
piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, ayrigaruvik silfonik ve fosforik

esterlerinin hidrolizini iceren dogumlerdir [41]. Karbonik anhidrazin esteraz
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aktivitesini ortaya koyan bu 6zelliile organizmada fizyolojik bir rolti olup olmagl
heniliz bilinmemektedir [61]Ayrica tawan CAIll izoenziminin asit fosfataz, atta
bulunan ayni izoenzimin ise hem asit hem de alkdlesfataz etkisi oldgu
bildirilmi stir [62].

2.1.3. Karbonik anhidraz enziminin bébrek fizyolojisindeki yeri

Karbonik anhidraz enzimisagidaki reaksiyon zincirinde Cnin su ile birlemesini
katalize eden enzimdir. Qlan HCO; kimyaca stabil bir bilgk olmadgindan
tamama yakin bir kismi iyonize olur. Bu enzim bé&bkerteksinde proksimal ve
distal tabdl hicrelerinin ve toplayici tibul hti@eehin lumene bakan kisimlarinda
yogunlasmistir. Ayrica eritrositlerde, mide mukozasinda, gépdecessus ciliaris ve
beyinde bulunur. Karbonik anhidraz cok 6nemli biziendir. Cunki bobrgn
alkalileri korumasiyla asidin idrar ile atilmassaglayarak, ekstraselular sivinin asid-
baz dengesinin korunmasina yardimci olur. Go6zdecgssus ciliaris'te akodz
himorin olgumu karbonik anhidraz enzimi tarafindan glaair. Enzimin
inhibisyonu ak6éz himor salgilanmasinin azalmasiedem olur. Mide de salgi
hiicrelerinde Ameydana gelmesisagidaki reaksiyonda goriilmektedir. Fakat mide
salg! hucrelerindeki karbonik anhidraz izoenzimitésetazolamit ve benzeri ilaglar

tarafindan belirgin derecede inhibe edilemez.
HXO+CQ —* HCO; &= HC@+ H K=4,4x 10
2.1.4. Karbonik anhidraz enziminin etkileri

Karbonik anhidraz reaksiyonu sonucustbaproksimal ttbulunkiler olmak Uzere
tibdil hiicrelerinde su ve G@en H' ve HCQ olusur. H' tiibul humenine salgilanir.
Bunun kagiliginda Nd iyonu lumenden hiicrelerestair (H-Na’™ degis-tokusu),

HCGQO; ise hiicreden, peritibiler kapilerler icinden gekana aktarilir. Bu duruma
gore tibil hicrelerinden "Hsalgilanmasi, plazmaya ekivalent miktarda HCO

hicreden, perittibuler kapilerler icinden gecen kakt@rilir. Bu duruma gére tubdul
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hiicrelerinden H salgilanmasi, plazmaya ekivalent miktarda HC®klenmesi
demektir. Ayrica salgilananhin bir kismi plomertllerden filtre olngusividakinin
atilmasini onler. Bikarbonatin elektriksel giict ewglle reabsorpsiyonu guc¢ olglu
halde, onun, Hile birlesmesi sonucu dostiigi hipofilik CO, molekiilii seklinde
reabsorpsiyonu ¢ok kolaydir. Lumene salgilandiniH kalan kismi lumende N
veya dger zayif asitler tarafindan glanir. Boylece tubulus limeninde birinci olay
sonucu amonyum (NF) ve ikinci olay sonucu titre edilebilir asit §RO, ve benzeri

protonlanmg zayif asitler gibi) olsturulur. Bu sayede idrarda net Kaybi s&lanir.

2.1.5. Karbonik anhidraz enzimini inhibe eden ilaghrin temel etkileri

Karbonik anhidraz enziminin ilaglar tarafindan imkiyonu sonucu, tabdl

hiicrelerinde H uiretiminin azalmasisagidaki etkileri dgurur.

. Sodyum reabsorpsiyonunun’ e desis-tokus suretiyle olan bolumi azalr,
buna bgl olarak su reabsorpsiyonu da azalir.

. Distal tiibiillerde dgs-tokus icin gerekli H'nin azalmasi buradan 'K
salgilanmasinda artmaya neden olur. Bunun sonu@uladpotasyum kaybi
artar ve hipokalemi gerceklebilir

. Filtratta HCQ"in CO,ye donumiu ve dolayisiyla reabsorpsiyonu azalir.
Bunun sonucu vicuttan HGOkaybi artar, hiper kloremik asidoz galive
idrarin alkaliligi artar.

. Amonyagin amonyum haline doégimi azalagandan filtrattan amonyan
geri alinmasi artar ve sonugta amonyak birikimisgel

. Oral karbonik anhidraz inhibitorleri (GA siliyer epitelden arka kamaraya

bikarbonat salgisini engelleyerek g6z ici basinanaitirlar[63,64].
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2.2. Karbonik anhidraz inhibitorleri
Bazi hastaliklarin nedeni, bir enzimilevini yerine getirmemesi olabilir; herhangi
bir etken bir enzimi inhibe ederek enzimin kataletggi kimyasal olay! bozabilir ve

bir hastalik enzim inhibisyonu Uzerinden tedavilelite

Yapilan calymalarda heteroaromatik sulfonamitlerin glaucomaz(géansiyonu)

hastalginda karbonik anhidrazin inhibitdrt olarak kullahg bulunmutur.

2.2.1. Siniflandirma

Inorganik inhibitorler (anyon ve katyonlar)

Yapilan calymalarda birgok tek derlikli anyonun CA enzimi Uzerinde inhibisyon
etkisi gosterdii bulunmytur. Sgir CA ile yapilan esteraz aktivitesi deneylerinde
artan etkinlge gore, F CI, CH;COQ, Br , NO; HSGs, HCGO;, CIO4, N3, SCN,
CNO, HS, CN anyonlarinin p-nitrofenilasetat hidrolizini inhibeettikleri
gordlmdstar. Bu inhibitoérlerin karbonik anhidraz enzimi uireleki inhibisyon
etkileri, dizuk pH'larda artmakta ve ayni pH'da ise CAll izoemre kagl daha fazla
inhibisyon etkisi gostermektedir. Tek glikli anyonlarin bu 06zeliinden
yararlanarak, afinite kromatografisi ile izoenzimlayirmak icin elisyon co6zeltisi
olarak kullaniimaktadir [52,61,62,65/Ayrica insan eritrosit karbonik anhidraz
izoenzimlerinin, CQhidratasyon reaksiyonlarinda®pAg*> zn** Cf* ve Ci* agir
metal iyonlar tarafindan inhibe edilirken HigS€"™* ve C3* iyonlari tarafindan da
aktive edildgi bulunmutur [66,67].

Organik inhibitorler

Karbonik anhidrazin en gugcli organik inhibitorlearomatik ve hetero aromatik
sulfonamitlerdir. Sulfonamitler R-S®H, kimyasal yapisina sahiptir. Burada R,
genellikle aromatik ve hetero aromatik halka sisteém Sulfonamitlerin en carpici

Ozelliklerinden birisi:
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R-SONH, e—* R-SONH + H'

denklemine gore kolaylikla iyonik yapi kazanmakikai Bu 0Ozellgi, CA enzimi
Uzerine inhibisyon etkisi icin son derece 6OnemlidBulfonamitler, hidrofilik
bdlgelere ilaveten, aromatik ve heteroaromatik dfmbik bolgelere sahiptir. Sul-
fonamitler, RSGNH" 'deki N atomu ilk olarak, CA enziminin aktif békjade
bulunan ZA" ile iyonik bir balanma gerceklgr, ikinci olarak da hidrofobik
etkilesmelerle inhibitériin  enzime Bwanmasi tamamlang olacaktir [68].
Sulfonamitlerin karbonik anhidraz enzimine guclir kekilde ba&lanmasi bu iki
etkinin toplaminin bir sonucudur. Substitie ya dkil sstlfonamitlerin enzime
baglanmasi sirasinda yalnizca hidrofobik egider oldusu igin, aromatik ve
heteroaromatik yan grubu stgan silfonamitlere gbére daha zayif inhibitérlerdir
Inorganik anyonlarda ise yalnizca hidrofilikgenma sonucu oldiundan, CA igin

sulfonamitler kadar guclu bir inhibitor giderdir [69].

Siilfonamitlerin CA’'ya balanmasi konusundaki teorik bir gahada, ilk olarak, Zf
tek bgina digunuldigl zaman, metal iyonuna azot ve oksijen atomlarirkaamdine
oldugu belirlenmitir (Sekil 2.2.a). Ikinci olarak, bu bglanmaya aktif bolgede
bulunan tirozin (thr 199)'de ginudldigiinde sulfonamit molekuliindeki —NH grubu
ile thr-199 arasinda bir hidrojen gaolusarak daha kararli bir yapi meydana
gelmektedir §ekil 2.2.b). Son olarak, CA'nin aktif bdlgesinddi@slanmada rol
alan thr-199'un yaninda U¢ histidin grubu daidtiilerek yapilan ¢aimalarda, Zn-O
bagl kararsiz hale gelerek, dortli koordinasyon mdéminpleksi olgur. Bunun
sonucu olarak sulfonamit oksijeni, thr-199’un NHogule bir hidrojen bg yaparak,
en kararh konformasyonu meydana getirmektedyek{l 2.2.c). Bu teorik
hesaplamalar, enzim-inhibitér kompleksinin (HCA#egazolamit) X-ray yapi analizi
ile uyum halindedir. Sulfonamitler arasindaki inkib aktivitesi farkini ortaya
koymak icin, Roughton ve arkagdari, yapi aktivite ilgkileri ve enzim-inhibitor
baglanma serbest enerjilerini incelegterdir. Elde edilen sonugclar, silfonamit
turevlerinin enzim ile farkhsekilde Vander-Waals etkgenelerinden dolayr K

degerlerinde dnemli fark oldtunu gosternstir [66].



17

—H‘-w..u__‘f

f" ) *“H/l
A

r< °

D-'-' H—

H

zn+i NHs )‘ \

MNH;
(a) {b) (c)

H;\
LS

Sekil 2.2. Sulfonamitlerin karbonik anhidraz enzimib&lanmasi

Sistematik Karbonik Anhidrainhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri arka kamaradaki donkonat akimini ve dolayisiyla
ak6z sentezini azaltarak g6z ici basincini etkiBazi sistematik karbonik anhidraz

inhibitorleri asagida verilmektedir.

. Asetazolamit
. Diklorofenamit

. Metazolamit

Bu ilaglar ak6z hiimor yapimini azaltarak g6z icsibaini azaltirlar. Kullanimlarini
kisitlayan durum, yiksek oranda sistematik yanertkisahip olmalaridir. Karbonik
anhidraz enziminin en c¢ok bilinen 7 izoenzimi vardSiliyer epitelde CAII
izoenzimi esas olarak bulunmaktadir. Etkiningadasi icin hedef dokuda enzimin %

99'u inhibe olmalidir.
Asetazolamit
Antimikrobiyal etkinligi olmayan sentetik sulfonamit tarevidir. Midegesak

kanalindan kolaylikla absorbe edilir, N&™ ve bikarbonat miktarini artirir ve klorir

miktarini azaltir. Asetazolamitgeedan alinir. Etkisi 1 saatte ¢ar 2-4 saatte
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maximum olur ve 6-8 saatte biter. Akut durumlariis20 mg oral doz g6z ici

basincinda hizl bir gis sglar.
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Sekil 2.3. Asetazolamit (5-asetamit-1,3,4-tiadia2ediilfonamit)

Diklorofenamit

Asetazolamit kullanimin yiksek oranda yan etkileeglen olmasi yan etkisi glik
yeni karbonik anhidraz inhibitorlerini bulma cabdssurmustur. Diklorofenamit bu
amagcla udretilmitir. Fakat klinik calgmalar ilacin asetazolamitden daha etkili

olmadgini ve yan etkiler agisindan da farkinin bulunrgadig6stermitir.
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Sekil 2.4. Diklorofenamit (4,5-diklorobenzen-1,3-difonamit)

Metazolamit

Bu ilagda daha az yan etkisi olan karbonik anhidrdrbitorleri bulma cabalari
sonucu geftirilmi stir. Etkisi diger karbonik anhidraz inhibitdrlerinden dahasiki
ancak daha iyi tolere edilmektedilag Neptazane ticari adiyla piyasaya surilm25

ve 50 mg tabletleri yurt ginda vardir.
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Sekil 2.5. Metazolamit (5-asetilamino-4-1,3,4-tiodta-2-silfonamit)

2.2.2. Karbonik anhidraz inhibitdrlerinin yan etkil eri

Hastalarin ilaci birakmalarina neden olan en srkileailan yan etki ilacin yarati
genel kirginhk, halsizlik, kilo kaybi, depresyormgtahsizlik ve lipido kaybidir.
Asetazolamit kullananlarda 10 kat getie riski artar. Bu metazolamit kullananlarda
da gordlur. Ancak daha azdir. En ciddi yan etkiratakagimiza aplastik anemi
ctkmaktadir.

2.2.3. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri g6z ici dsacini dgirmede oldukca
etkilidirler. Ancak olgturduklar sistemik yan etkiler kullanimlarini siamaktadir.
Daha 6nce bahsedifgigibi bu ilaglari kullananlarin %50’si ilaci tokeretmektedir.
Goze direk uygulanan topikal bir karbonik anhidmazibitériiniin daha diilk dozda
daha az yan etkiyle g6z i¢i basincingigi@cesi distincesi dgmustur. Bu amagla ilk
deneysel cajmalar asetazolamitin topikal bir ajan olarak kuillarasi Gzerinde
yogunlasmis ancak bgarilamamgtir. MK 927, Sezolamit (MK 417) ve Dorzolamit
(MK 507) uzerinde deneysel cahalarin yapildil topikal karbonik anhidraz
inhibitorleridir. Bunlardan dorzolamit 1995'ddrusopt ticari adiyla piyasaya
surulmi ilk topikal karbonik anhidraz inhibitéradar.
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Dorzolamit

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri gibi Cali’ bloke ederek himor akoz
prodiksiyonunu azaltmaktadir. Deneysel gablara %?2’lik konsantrasyonda
maximum g6z ici basincini giirtict etkinin gektigini gostermgtir. Dorzolamitin
etkinligi degisik hasta gruplarinda incelengnie en etkili oldgu hasta grubu olarak
cocuk hastalar oldiw Dbelirtiimistir [70]. Dorzolamit tedavide 2 sekilde

uygulanabilmektedir.

Strahlman ve arkadiar [71] Agustos 1995°de yayinladiklar c¢ghalarinda
dorzolamiti timolol ve betaxolol ile etki ve guvérlik acisindan kagilastirmislardir.
Bu kagllastirma sonucunda tek ila¢ olarak kullanildiklarirtazolamit ve betaxolol
g0z ici basincini diiirmede benzer etkiye sahip ancak bu etki timololdeha az
oldugu goralmigtir. Ayni calsmada hastalarda ggdn yan etkiler dgerlendirilmis
ve dorzolamiti alan hastalarda en sikayet edilen semptom %27’lik oranl&ada

acl tad hissi vermesidir.

Dorzolamitin sistemik karbonik anhidraz inhibitGitede rastlanan major sistemik
yan etkilerinin olmamasi, iyi tolere edilmesi, pugapini etkilememesi, asit-baz ve
elektrolit bozukluklarina neden olmamasi, kan basre kardiyak nabizda geiklik
yaratmamasi dnemli olumlu 6zelliklerindendir.gBi olumlu bir 6zelli ise yapilan

bazi calymalarda ilacin retina kan akimini artgdgozlenmstir.

Dorzolamitin timolol ile kombine kullanilmasi sonu@d6z i¢i basincinda ortalama

4,2 mmHg ek dsgiis olmaktadir.

Dorzolamit timolol ile kombine kullaniimasinda oldia aditif bir etkinin
gozlenmesi bu iki ilacin birkgirilerek kullaniimasi dgiincesini dgurmu ve timolol
%0,5 ile dorzolamit %2'nin kombinasyonu 1998’deaeige sunulmstur.
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Topikal karbonik anhidraz inhibitérlerinin sistenklarbonik anhidraz inhibitorleriyle
beraber kullanilmasi oOnerilgtir. Rosenberg ve arkaglari 1998’de yayinladiklari
calismalarinda [70] sistemik asetazolamit ve topikalzatamit kombinasyonunun
g0z ici basinci azalmasi ve himdr akdéz formasyoperitideki aditif etkilerini
argtirmiglardir.  Bu argtirma sonucunda topikal dorzolamit ve sistemik kaik

anhidraz inhibitorleri aditif bulunmastir ve beraber kullanimlari 6nerilmegtir.

oQ\ é{o
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Sekil 2.6.Dorzolamit

Brinzolamit

1998'de Aicon firmasi tarafindan %1’lik konsantrasga Azopt ticari adiyla
tedaviye sunulmudiger topikal karbonik anhidraz inhibitérlerindenddorzolamit
gibi CAll izo enzimi bloke ederek himoér akdz yapmmazaltan sulfonamit tirevi bir
ilactir.

Silver ve arkadgarinin Eylul 1998'de [72] yayinladiklari ¢cginalarinda PAAG ve
okuler hipertansiyon tanili 572 hastada guinde 23vé&kez uygulanan %1’lik
Brinzolamit giinde 3 kez uygulanan Dorzolamit %2 giénde 2 kez uygulanan
Timolol %0,5 ile kagilastiriimis. Hastalarin bazal ve 3 aylik tedavi sonrasindéki g
ici basinclan olculmgtir. Ortalama g6z ici basincindaki azalma gindee2 k
brinzolamit uygulanan hastalarda 3,8-5,6 mmHg boulwtur. Dorzolamit
uygulananlarda 4,3-5,9 mmHg’lik ortalama birsdgi kaydedilmgtir. Bu ¢ sonug

arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanngamAncak timolol uygulanan grupta
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g0z ici basincindaki dus 5,2-6,3 mmHg olarak olcilngti Bu disusun diger

uygulamalardan istatistiksel olarak daha fazla gldgoralmtar.

Sekil 2.7. Brinzolamit

2.2.4. Kullanim alanlari

Asetazolamit ve benzeri ilaglar tiazidlerin veel yeni ilaclarin gcikmasiyla terapotik

onemlerini yitirmglerdir. Bu yeni ilaclar;

Alkali dituretik olusturulmasi istenilen durumlarda, antineoplastik lda@
tedavi edilen kanserli hastalardaramiktarda vicuttan atilan trik asidin idrar
yolunda ¢okmesini Onleyebilirler.

Glokom tedavisinde Processis ciliaris'ten akéz hiungalgilanmasini
azaltmak suretiyle goz ici basincini azaltirlar.

Epilepsi tedavisinde kullanilirlar.

Kronik metabolik alkaloz tadevisinde kullanilirlfiou durumda asetazolamit
bobrekten bikarbonat atilmasini artirarak alkaldireltebilir).

Karbonik anhidraz inhibitérleri metabolik asidozpgaiak solunumu stimile
ederler ve respiratuar asidozu duzeltirler.

Akut dag hastalgl denilen ve yuksek irtifadaki (3000m. veya dahaldp
yerlere c¢ikarildiinda aklimatizasyon (yuksek irtifaya uyum) olanalda( 3
gin kadar) gejen respiratuar alkaloz ve onagbauykusuzluk, halsizlik,
bulanti, ba agrisi, letarji, uyku sirasinda kabus, apne veyaypdik solunum

gibi belirtilerle seyreden durumlarda asetazolayaitarli olabilir. Bu amacla
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profilaktik olarak, tirmanmadan iki giin éncesindeplam 7 giine kadar giinde
2 veya 3 kez 250 mg verilebilir. Rahastalgl bazen ygami tehdit eden
serebral veya pulmoner 6deme neden olur. Bu hkistahsetazolamit kan
pH’sini azaltip kemoreseptorler Gzerinden solundimugasyonunu artirmak

ve BOS olgumunu azaltmak suretiyle terapotik etkinlik gosteri

Karbonik anhidraz inhibitorleri genellikle ciddirbyan tesir olgturmazlar.
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyaller

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve c¢o6ziicihddrich ve Merck
firmalarindan temin edilmgtir. Bunlar sirasiyla; hidrazin  monohidrat,
propansdulfonilklorir, etanol, 30Oy, eter, etilasetat, CaO, DMSO, hCAIl eritrosit

enzim, asetazolamit, p-nitrofenil asetat'dir.
3.2. Yapi Analizlerinde Kullanilan Cihazlar

Element analizleri TUBTAK Analiz Laboratuvarlarinda LECO-CHSNO-9320
Model element analiz cihazi ile'H-NMR spektrumlari 400 MHz lik Bruker-
Spectrospin Avance DPX-400 Ultra-Shield cihazi ilinmstir. FT-IR
spektrumlari bélumimizdeki Mattson-1000 Model FTdpektrofotometresi ile
4000-400 crit aralginda alinmgtir. Bilesiklerin enzim inhibisyonu T80
+UV/VIS spectrofotometresi ile vyapilgtir. Hidrazonlarin erime noktasi
Gallenkamp modeli erime noktasi cihazi ile tayinlragtir. iletkenlik Glctimleri
Siemens WPA CM 35 Kondilktometri cihazi ile D de metanol ortaminda 1x 10
M lik cozeltiler kullanilarak yapilngtir. Kitle olgiimleri TUBTAK Analiz
Laboratuvarinda Thermoquest Spectrasistem Sivi Kromatografi Sisteve

Thermoquest Finnigan AQA Kiitle Spektrometresi gg@ymstir.
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4. DENEYSEL BOLUM

Bu bolumde o©nce propan silfonik asit sentezi veeike daha sonra
stlfonilhidrazonlarin sentezi, aril stlfonilhidradar ve heterosiklik

silfonilhidrazonlar olmak Uzere iki fé altinda verilecektir.

4.1 Propansulfonik Asit Hidrazit (psh) Sentezi

62,1 g ( 0,45 mol ) hidrazin monohidrat 11 mL etdec;6zuldr. 25,15 g (0,18 mol )
propanstlfonilkloriir 11 mL etanolde ¢oziinerek, anymsunda ( ~18C) karstirilan
hidrazin monohidrat ¢ctzeltisine damla damla 1,5 sgiade ilave edilir. Tepkime
ekzotermik olup gagidaki gibidir. Sicakignin artmamasi icin tepkime suresince su

banyosuna buz ilave edilmesi gerekir.

HoN-NH, H,O + HC-CH,-CH,-SO,-CI  —» HN-NH-SO,-CH,-CH,-CH; + HCI + H,O

Tepkime tamamlandiktan sonra yarim saat dahastkdmaya devam edilir ve
viskos bir ¢ozelti elde edilir. Etanolin fazlasinhmen c¢ozelti elde edilinceye kadar
doner buharlgtirici kullanilarak geri alinir. Tepkimeye girmenfiidrazin hidrati su
fazina almak icin bu ¢ozeltiye pH = 5 oluncaya kad®0 fosforik asit ilave edilir.
Suda ¢ozunmyiolarak bulunan Grind eter fazina almak icin siirekbktraksiyon
yontemi kullaniimgtir. Bu islem 7-8 gun sireyle devam ettirilir. Elde edilen
cOzeltideki eterin fazlasi déner buhatiacida geri alinir. Elde edilen sari renkli
viskos c¢oOzelti derin dondurucuya birakilarak bimgiekletilir. Coken drtn etil
asetattan iki kez kristallendirilir. Odan igne seklindeki renksiz kristaller etil asetat
ve eter ile yikanarak vakum desikatdriinde kurutulur

e.n. 65-68C. Verim: % 30 [39].
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4.2. Arilsulfonilhidrazonlarin Sentezi
4.2.1. 5Cl-salisilaldehitpropanstlfonilhidrazon (50-salpsh)

10 mL etanolde ¢6zulngil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde ¢6zilmi13,32 g (0,012 mol) 5Cl-salisilaldehit ¢Ozeltisavke edilir.
Yaklasik 1 saat kastirilir, olusan beyaz renkli ¢cokelek derin dondurucu da 1 gece
bekletildikten sonra suzllir ve sudan kristalleifidirkristaller eter ile yikanir ve
vakum desikatoriinde ,0s Uzerinde kurutulur. Tepkime denklemisagida

verilmektedir.

H H
Cl | Cl |
C

|
C=0 =N
OH + H,N-NH-505-CHy-CH,-CH, —* OH

4.2.2. 5Br-salisilaldehitpropansulfonilhidrazon (5B-salpsh)

10 mL etanolde ¢6zulmgil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde ¢6zulmyi3,85 g (0,012 mol) 5Br-salisilaldehit ¢Ozeltisavk edilir.
Yaklasik 1 saat kastirilir, olusan acik sari renkgokelek derin dondurucu da 1 gece
bekletildikten sonra stzllir ve sudan kristalleifidirkristaller eter ile yikanir ve
vakum desikatoriinde ,0s Uzerinde kurutulur. Tepkime denklemisagida

verilmektedir.

H H
Br | Br |
C

|
o =0 =N
CH + HN-NH-50;- CH-CHp-CH, — ™ o
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4.2.3. 2-hidroksi-3-metoksibenzaldehitpropansulfonilhidrazon (o-vanpsh)

10 mL etanolde ¢6zulmgil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde ¢6zuImii3,26 g (0,012 mol) 2-hidroksi-3-metoksibenzaldeliizeltisi
ilave edilir. Yaklgik 1 saat kastirilir, olusan beyaz renkli ¢cokelek derin dondurucu
da 1 gece bekletildikten sonra suzdlir ve sudastdttendirilir, kristaller eter ile
yikanir ve vakum desikatérinde®? tzerinde kurutulur. Tepkime denklensagida

verilmektedir.

|
=0
—
o + HN-NH-30,-CH;-CH;-CH, T

OCH, OCH;

T — 4
=i
"

4.2.4. o-aminobenzaldehitpropanstilfonilhidrazon (o-abpsh)

10 mL etanolde ¢6zulmgil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10

mL etanolde ¢6zulmii2,88 g (0,012mol) o-aminobenzaldehit ¢ozeltisvelaedilir.
Yaklasik 1 saat kastirilir, olusan beyaz renkli ¢cokelek derin dondurucu da 1 gece
bekletildikten sonra suzllir ve sudan kristalleifidirkristaller eter ile yikanir ve
vakum desikatoriinde ,0s Uzerinde kurutulur. Tepkime denklemisagida
verilmektedir.

]

0
I
RN
H H HH C5Hy

(L -
+ W-WH-S0,-CH,-CH,-CH, ————*
NHE H2 3 NHE
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4 .3. Heterosikliksulfonilhidrazonlarin Sentezi

4.3.1. Tiyofenkarboksialdehitpropansilfonilhidrazon (tipsh)

10 mL etanolde ¢6zulmgil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde c¢ozulmii2,78 g (0,012 mol) tiyofenkarboksialdehit ¢ozeltigve
edilir. Yaklasik 1 saat kastirlir, olusan sari renkli ¢okelek derin dondurucu da 1
gece bekletildikten sonra stzulur ve sudan kristalirilir, kristaller eter ile yikanir
ve vakum desikatoriinde ;@ Uzerinde kurutulur. Tepkime denklemksagida

verilmektedir.

L1 =— i
"

tTH

H H
/oy foy 1
+ H,W-NH-30,-CH,-CH,-CH, —*

c—pth -CHz-CHy-CH, o —u
3 3

4.3.2. 2-asetiltiyofenkarboksialdehitpropansulfonilhidrazon (2Actipsh)

10 mL etanolde ¢6zulmgil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde ¢6zulmii2,95 g (0,012 mol) 2-asetiltiyofenkarboksialdebiizeltisi
ilave edilir. Yaklgik 1 saat kastirilir, olusan acik sari renkli cokelek derin
dondurucu da 1 gece bekletildikten sonra stizulisudan kristallendirilir, kristaller
eter ile yikanir ve vakum desikatorindgOR Gizerinde kurutulur. Tepkime denklemi
asagida verilmektedir.

m:D
7N
]

CH,

CH3
J/ \H | +HQNNHSDECH2CH2CH3—Pf 1 c_N
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4.3.3. 2-asetil-3-metiltiyofenkarboksialdehitpropansulforilhidrazon
(2Ac3mtipsh)

10 mL etanolde ¢6zulngil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde c¢6zilmii3,12 g (0,012 mol) 2-asetil-3-metiltiyofenkarbakdiehit
cOzeltisi ilave edilir. Yaklgk 1 saat kastirilir, olusan beyaz renkli ¢okelek derin
dondurucu da 1 gece bekletildikten sonra stizulisudan kristallendirilir, kristaller
eter ile yikanir ve vakum desikatérindgOR Gizerinde kurutulur. Tepkime denklemi

asagida verilmektedir.

{_?D

CH, CHy /7~

CH, CH, tH =17
/ | + H.N-NH-50,-CH,-CH,-CH,——* / \ |
\l\ =0 HQ 2 ) 2 ] O=H
g 5

4.3.4. 2-asetil-5-Cltiyofenkarboksialdehitpropansulfonilhidrazon
(2Ac5Cltipsh)

Ly — 0

10 mL etanolde ¢6zulngil,10 g (0,008 mol) propansulfonik asit hidrazietime 10
mL etanolde c¢o6zulmg 3,37 g (0,012 mol) 2-asetil-3-Cltiyofenkarbokskthit
cOzeltisi ilave edilir. Yaklgk 1 saat kastirilir, olusan sari renkli ¢okelek derin
dondurucu da 1 gece bekletildikten sonra stizilisudan kristallendirilir, kristaller
eter ile yikanir ve vakum desikatérindgOR Gizerinde kurutulur. Tepkime denklemi
asaglda verilmektedir.

0

|-

PN
cy, tu ot
|

/ CH,

W )N
OC __ o+ HlV-NHS0;,-CHy-CH,-CH, f—u
cl ; Cl 3
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Cizelge 4.1. Bilgiklerin element analizi sonuglari

KAPALI
BILESIKLER FORMULU RENK %C %H %N %S E.N
(MOL KUTLESI)
Ci1oH13N,SOCI 42,80 4,61 10,05 | 10,99 | 146-
5Clsalpsh Beyaz
(276,5g/mol) (43,40)| (4,70) | (10,13)| (11,57)| 148
C1oH13N2SOsBr Acik 37,08 3,95 8,00 9,90 | 143-
5Brsalpsh
(321g/mol) sarl (37,38)| (4,05) | (8,72) | (9,97) | 144
C11H1NLSOy 48,12 5,33 10,04 | 11,38 | 120-
o-vanpsh Beyaz
(272g/mol) (48,53)| (5,88) | (10,29)| (11,76) | 121
Ci10H1sN3SO;, 49,76 5,98 17,37 | 13,25 | 111-
o-abpsh Beyaz
(240g/mol) (50,00)| (6,25) | (17,50)| (13,33)| 113
] CgH12N,S,0, 41,05 4,94 11,65 | 25,99 | 99-
tipsh Sari
(232g/mol) (41,38)| (5,17) | (12,07)| (27,59)| 101
_ CoH14N,S,0, Acik 42,89 4,88 11,30 | 25,96 | 107-
2Actipsh
(246g/mol) sarl (43,90)| (5,69) | (11,38)| (26,01)| 108
. C10H16N2S,0, 45,93 6,00 9,92 23,98 | 79-
2Ac3mtipsh Beyaz
(260g/mol) (46,15)| (6,15) | (10,77)| (24,61)| 80
] CoH13N,»S,0,Cl 37,95 4,41 9,79 21,89 | 131-
2Ac5Cltipsh Sari
(280,5g/mol) (38,50)| (4,63) | (9,98) | (22,82)| 132

*Teorik degerler parantez icinde belirtilrtir.

4.4. Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi Tayini

4.4 1. Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidraz 1l (CAll)’'nin esteraktivitesine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Prensip olarak, karbonik anhidralastsat olarak kullanilan p-
nitrofenilasetat bilgigini p-nitro fenolat'a hidroliz etmekte ve bu da 48t dalga

boyunda absorbsiyon vermektedir. Reaksiyon denk¢épiedir;



31

9]
cA
W—@—o&% + Hi0 ——= W@’m-bﬂ-bﬂm-!

Bu deneyde substrat olarak kullanilan p-nitrofessletat ¢ozeltisi gunlik olarak
hazirlandi. Cozicl olarak aseton kullanildi. Asetdiger organik c¢ozlculere
nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe edericd oldgu icin secildi. Enzim
¢cOzeltisinin tamponlanmasi, 0,05 M Tris—S(H=7,4) ¢ozeltisi ile yapildi. ve 0,1
mL enzim c¢o6zeltisinin eklenmesiyle reaksiyorslbdl. Absorbans 400 nm olarak
belirlendi. Sulfonilhidrazon inhibitérlerinin  CAllenzimi Gzerindeki inhibisyon
etkilerinin aratirimasinda I1G, degerleri (%50 inhibisyona neden olan inhibitor
derisimi) hesaplandilCsy degerleri; substrat degimleri sabit tutularak (3mM), 3
farkl inhibitor dergiminde (0,3; 0,6; 1,2 mM), ylzde aktivitelerin Enmesiyle ve
daha sonra grafik yolu ile %50 inhibisyona sebepnoinhibitér degiminin

hesaplanmasiyla bulunur [73].
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SONUCLAR VE TARTI SMA

Bilesiklerin yapilari *H-NMR, **C-NMR, FTIR ve LC-MS gibi spektroskopik
yontemler kullanilarak aydinlatilgtir. Ayrica sentezlenen tim kglklerin karbonik

anhidraz enzim inhibisyon etkisine bakigtm.

Bu bolum bilgiklerin deneysel verileri ve karbonik anhidraz @All) tzerindeki

aktivite sonuclari adi altinda iki bélimde incelegletir.

5.1. Bilesiklerin Deneysel Verileri

Bu calsmada gagida iki boyutlu ve t¢ bayutlgekli gosterilen psh amini ile farkl
aldehitler kullanilarak sekiz yeni sulfonilhidrazdiesigi sentezlenngi ve yapilari

aydinlatiimstir. psh molekuli daha 6nce sentezleywa yapisi belirlenngtir [39].

L =i
4

5.1.1. Arilstlfonilhidrazonlar

5Cl-salisilaldehitpropansilfonilhidrazon (5Cl-sdips
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LC-MSyorumu

5Cl-salpsh’in kitle spektrumu LC-MS (ES) yontemigére alinmgtir ve Sekil
5.1'de gorulmektedir. 5Clsalpsh’in teorik olaraksaplanan molekilgrhgl 276,5
gmol¥dir. 5Clsalpsh ligantina ait molekiler iyon pikM-H]* 274,9 (%100,0) da
temel pik olarak gozlenmtir. Liganttan GH;SO, grubunn ayrilmasiyla kalan
[C/HeNOCI]" piki 167,0 (%46,5) depilesikteki amine ait pargalanma pikleri,
[CaHoNL,SOy]* piki 138,9 (%6,2) de ve [GH;SQ)]" piki 107,0 (%30,6) de
gozlenmgtir [39].
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Sekil 5.1. 5Cl-salpsh’in LC-MS spektrumu
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Salisilaldimin ve benzeri bijgklerde teorik olarak fenol-imin ve keto-amin formu

arasinda ggida verilmekte olan bir tautomeri s6z konusudur.

CH=h- o= CH= R
Hooo H
e
o 0
fenolimin {enol halt) ketoamin (keto hali)

Pek cok salisilaldehit Schiff bazinin normgrtlarda fenol-imin yapisinda olgu

bilinmektedir [74-76].Sulfonil hidrazon bilgiklerimizde HC=N protonuna ait pikte

bir yarima go0zlenmemesi ve 6,62-7,76 ppm arasindaklerin keto-amin

protonlardan cok tipik bir aromatik halka protomfer ait olmasi fenol-imin yapisinin

mevcut oldgunu gosterir.

NH ve OH pikleri'H-NMR spektrumu ile kolayca farklandirilabilir, adcbu ikisini

birbirinden ayirmak oldukc¢a zordur. Daha 6ncekigpahlarimizda NH pikleri 9,95-
10,90 ppm, OH piklerine ait pikler ise 11,15-11@&%n arasinda gozlengtr. OH
piklerinin daha dguk alana kaymasi, hidroksil grubu ile imin azotnatoarasindaki

molekdller arasi hidrojen Baile aciklanmaktadir [39].
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5Cl-salpsh’in DMSO-glicindeki *H-NMR spektrumuSekil 5.2'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.1'de verilmektedir. 0,88 ppmkdpik CH’e bagli

CHj protonlarina, 1,59 ppm deki pik GHe basli CH, protonlarina 3,09 ppm deki
pik SO’ ye bali CH, protonlarina, 6,82-7,49 ppm agahda goérulen pikler
aromatik halka protonlarin®,09 ppm deki pikHC=N imin grubuna b&i protona,
10,31 ppm deki pik N protonuna, 11,12 ppm de gbtzlenen pik d¢ @rotonuna

aittir.
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Sekil 5.2. 5Cl-salpsh’ifH-NMR spektrumu
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3C-NMR yorumu

5Cl-salpsh’in DMSO-¢ icindeki *C-NMR spektrumu Sekil 5.3'de, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.2’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna
bagli CH3 karbonlar 13,06 ppm de, GHrubuna bgh CH, karbonlari 17,07 ppm
de, SQ grubuna bgli CH; karbonlari ise 52,48 ppm de gOzlestini Aromatik
halka karbonlari ise 118,48-131,11 gteddadir. Bilgikteki C=N karbonuna ait pik
142,49 ppm deC-OH grubuna ait karbon piki ise 155,53 ppm de gixistir.
39,33-40,58 ppm arasinda gozlenetdetli pik ¢ozuci pikidir.

Sekil 5.3. 5Cl-salpsh’IF*C-NMR spektrumu
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IR yorumu

5Cl-salpsh’in IR spektrumekil 5.4'de, titrgim deserleri ise Cizelge 5.3'de
verilmektedir. Salpsh referans [39] alinarak yapilagaretlemede tespit edilen
titresim bantlar1 ve dalga sayilari sdyledisekonder amigerilme titrgimi, v(NH),
3153 cmt* de keskin ve kuvvetli; alifatik asimetrik GHerilme titrgimi, vas(CHs),
2935cm' de ortasiddette; alifatik simetrik Cklgerilme titrgimi, v(CHs), 2884 crit
de zayifsiddette; aromatik CH gerilme titrgimi, v(CH)a, 2973 crit de zayif
siddette; imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1618 crit de ortasiddette; asimetrik SO
gerilme titrgimi, va{SO,), 1323 cm' kuvvetli; simetrik SQ gerilme titrgimi,
v(SOy), 1150 cnt kuvvetli; CO gerilme titrgimi, v(CO), 1266 crit de kuvvetli; NH
simetrik eilme titresimi, 3(NH), 688 cn de ortasiddette ve S@ simetrik eilme
titresimi, 5(SOy), 539 cn* de ortasiddette bir bant olarak gozlenstir.
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Sekil 5.4. 5Cl-salpsh‘in IR spektrumu
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.5'de verilmitir.

Sekil 5.5. 5Cl-salpsh’in ¢ boyutlu modeli

5Br-salisilaldehitpropansulfonilhidrazon (5Br-sdips
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'H-NMR yorumu

5Br-salpsh 'In DMSO-g icindeki 'H-NMR spektrumu Sekil 5.6'da, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.1’ de verilmektedir. 0,98 pdeki pik CH'e

bagli CH3 protonlarina, 1,68 ppm deki pik GHe basli CH, protonlarina3,19 ppm
deki pik SQ’' ye bali CH, protonlarina, 6,87-7,73 ppm agahda gorilen pikler
aromatik halka protonlarina, 8,18 ppm deki piK=N imin grubuna b&i protona,
10,46 ppm deki pik N protonuna, 11,30 ppm de gbtzlenen pik d¢ @rotonuna
aittir.
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Sekil 5.6. 5Br-salpsh’iftH-NMR spektrumu
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3C-NMR yorumu

5Br-salpsh’in  DMSO-¢l icindeki *C-NMR spektrumu Sekil 5.7'de, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.2’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna
bagli CH3 karbonlari 13,07 ppm de, Glgrubuna bgli CH, karbonlari 17,07 ppm de
SO, grubuna bgli CH, karbonlari ise 52,49 ppm de go6zlestini Aromatik halka
karbonlan ise 111,14-133,91 agahdadir. Bilgikteki C=N karbonuna ait pik
142,32 ppm deC-OH grubuna ait karbon piki ise 155,93 ppm de gixistir.
39,35-40,60 ppm arasinda gozlenetdetli pik ¢ozuci pikidir.

Hz
— 1T, 3
—1E121.8
—1GERE.5
—143i8.8
—13473.4
—1i2a48.7
——123E.8
— 11665 8
—1iiig&.1
—1i0&E8.0
— BE0E.1
— B26.1

TT— 7B4E.5
F|
F
F

Br |

=]

T T T T T T T T T T T T T
ppn 180 160 140 120 108 A G A8 2

Sekil 5.7. 5Br-salpsh'it*C-NMR spektrumu
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IR yorumu

5Br-salpsh’in IR spektrumipekil 5.8'de, titrgim deserleri ise Cizelge 5.3'de
verilmektedir. Titresim bantlari ve dalga sayilagdyledir; Skonder amingerilme
titresimi, v(NH), 3159 crit de goriilen keskin ve kuvvetli; alifatik asimeti@Hs
gerilme titrgimi, vadCHs), 2940 cni de ortasiddette; alifatik simetrik Cklgerilme
titresimi, v{(CHs), 2884 cri de zayif siddette; aromatik CHgerilme titraimi,
v(CH)ar, 2973 cnit de ortasiddette; imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1612 crit de
orta siddette; asimetrik S©gerilme titraimi, v.{SO,), 1323 cnit de kuvvetli:
simetrik SQ gerilme titrgimi, v(SQ,), 1157 cril de kuvvetli; CO gerilme tittémi,
v(CO), 1266 crit de kuvvetli; NH simetrik gilme titresimi, §(NH), 688 cni de orta
siddette ve S@simetrik eilme titresimi, 5(SO,), 534 cm' de ortasiddette bir bant

olarak gozlennstir.
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Sekil 5.8. 5Br-salpsh’in IR spektrumu
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.9'da verilmitir.

Sekil 5.9. 5Br-salpsh’in G¢ boyutlu modeli

2-hidroksi-3-metoksibenzaldehitpropansulfonilhidraZo-vanpsh)
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LC-MSyorumu

o-vanpsh’in kitle spektrum$ekil 5.10°'da gortlmektedir. o-vanpsh’in teorik akr
hesaplanan molekiikaligl 272,0 gmol'dir. o-vanpsh ligantina ait molekdiler iyon
piki, [M-H] " 271,0 (%100,0) da temel pik olarak gozlestini Bilesikteki amine ait
parcalanma pikleri , [HsNSO;]" piki 123,0 (%37,3) ‘de ve [§E;SOy" piki 107,1
(%86,9) de gozlenrstir.
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Sekil 5.10. o-vanpsh’in LC-MS spektrumu
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'H-NMR yorumu

o-vanpsh 'In DMSO-giicindeki *H-NMR spektrumuSekil 5.11'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.1’ de verilmektedir. 0,98 ppieki pik CH'e bagli
CHj protonlarina, 1,71 ppm deki pik GHe basli CH, protonlarina3,17 ppm deki
pik SO’ ye bali CH, protonlarina, 3,81 ppm de gbézlenen pik @+<(rotonlarina
ait [6-Bromo-2-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (SDB®#:18955) bilgigi referans
alinmstir], 6,83-7,19 ppm aralinda goérilen pikler aromatik halka protonlarina,
8,27 ppm deki pikHC=N imin grubuna bzl protona, 9,64 ppm deki pik B

protonuna, 10,74 ppm de gozlenen pik d¢ @otonuna aittir.
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3C-NMR yorumu

o-vanpsh’in DMSO-glicindeki **C-NMR spektrumwekil 5.12'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.2’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna bgli CH3
karbonlar 13,09 ppm de, GHyrubuna bgli CH, karbonlari 17,07 ppm de 30
grubuna bgli CH, karbonlar ise 52,40 ppm de goOzlestini Metoksi grubuna ait
karbon atomunun piki 56,33 ppm de gOzlegtmi [6-Bromo-2-hidroksi-3-
metoksibenzaldehit (SDBS No0:18955) kifg referans alinnstir]. Aromatik halka
karbonlan ise 113,65-120,33 agahdadir. Bilgikteki C=N karbonuna ait pik
144,86 ppm de, metoksi grubungzh&arbon atomunun piki 146,45 ppm d&,0OH
grubuna ait karbon piki ise 148,40 ppm de go0zlgtimi39,34-40,59 ppm arasinda
gozlenersiddetli pik ¢ozicu pikidir.
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IR yorumu

o-vanpsh’in IR spektrumwekil 5.13'de, titrgim deserleri ise Cizelge 5.3'de
verilmektedir. Titresim bantlari ve dalga sayilagdyledir; Sekonder amirngerilme
titresimi, v(NH), 3198 crit keskin ve kuvvetli; alifatik asimetrik GHgerilme
titresimi, vadCHs), 2935 cn de ortasiddette; alifatik simetrik Ckigerilme titrgimi,
vs(CHz), 2884 cni de zayifsiddette; aromatik CHyerilme titrgimi, v(CH)a;, 2960
cm’ de ortasiddette; imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1612 crit de ortasiddette;
asimetrik SQ gerilme titrgimi, vad{SQy), 1329 cmt de kuvvetli; simetrik S@
gerilme titrgimi, v(SQ,), 1150 crit de kuvvetli; CO gerilme titggmi, v(CO), 1246
cm’ de kuvvetli;NH simetrik gilme titresimi, 5(NH), 732 cni* de ortasiddette ve
SO, simetrik gilme titresimi, 5(SO,), 534 cnt de ortasiddette bir bant olarak

gozlenmitir.
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.14’de verilmgtir.

Sekil 5.14. o-vanpsh’in ¢ boyutlu modeli

0-aminobenzaldehitpropansulfonilhidrazon (0-abpsh)
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'H-NMR yorumu

o-abpsh 'In DMSO-glicindeki *H-NMR spektrumuSekil 5.15'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.1’ de verilmektedir. 0,97 ppieki pik CH'e bagli
CHj3 protonlarina, 1,70 ppm deki pik G bagli CH, protonlarina 3,16 ppm deki
pik SO’ ye bagli CH, protonlarina, 6,49-7,12 ppm afahda gorilen pikler
aromatik protonlara, 6,59 ppm deki pik is¢HN protonlarina aittirHC=N imin
grubuna bgl protona ait pik 8,06 ppm de,HNprotonuna ait pik ise 10,29 ppm de

gozlenmitir.
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3C-NMR yorumu

o-abpsh’in DMSO-glicindeki **C-NMR spektrumwSekil 5.16'da, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.2’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna bgli CH3
karbonlarn 13,13 ppm de GHyrubuna bgli CH, karbonlari 17,07 ppm de S0
grubuna bgh CH, karbonlari ise 52,04 ppm de gOzlestini Aromatik halka
karbonlan ise 115,57-132,56 agahdadir. Bilgikteki C=N karbonuna ait pik
147,93 ppm de, N; grubuna bgli karbon piki ise 151,09 ppm de gozlestimi
39,35-40,60 ppm arasinda gozlegetdetli pik ¢ozicu pikidir.
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IR yorumu

o-abpsh’in IR spektrumuSekil 5.17'de, titrgim dezerleri ise Cizelge 5.3'de
verilmektedir.Titresim bantlari ve dalga sayilagoyledir; Aromatik halkaya bgi NH,
asimetrik gerilme titrgmi, vadNH,), 3394cm’ de keskin ve kuvvetli; Nkisimetrik
gerilme titraimi, v(NH,), 3307cnide ortasiddette; sekonder amin gerilme tiimi,
v(NH), 3215cn de zayifsiddette; S@ grubuna bgl alifatik asimetrik CH gerilme
titresimi, va{CHs), 2935 cnide zayif siddette; alifatik simetrik CH gerilme
titresimi, v{(CHs), 2879 cm de zayif siddette; aromatik CH gerilme titgieni,
v(CH)ar, 2971 ppm de zaygfiddette; imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1616 crit de
kuvvetli; asimetrik S@ gerilme titraimi, va{SO), 1326 crit de kuvvetli; simetrik
SO, gerilme titrgimi, v{(SOy), 1158 cnT de kuvvetli; NH simetrik glme titresimi,
8(NH), 732 cm' de kuvvetli ve S@ simetrik &ilme titresimi, 5(SOy), 532 cni de

ortasiddette bir bant olarak gozlengtir.
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda cizikmicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.18'de verilmstir.

Sekil 5.18. o-abpsh’in t¢ boyutlu modeli

Cizelge 5.1. Aril siilfonilhidrazonlaritH-NMR spektroskopik verileri

Isaretleme 5Clsalpsh 5Brsalpsh o-vanpsh o-abps
CH,-CH3 0,88(s,3H) 0,98(s,3H) 0,98(s,3H) 0,97(s,3H
CH,-CHs 1,59(s,2H) 1,68(s,2H) 1,71(s,2H) 1,70(s,2H
SO»-CH, 3,09(s,2H) 3,19(s,2H) 3,17(s,2H) 3,16(s,2H
O-CH3 - - 3,81(s,3H) -
HC=N 8,09(s,1H) 8,18(s,1H) 8,27(s,1H) 8,06(s,1H
CH(Ar) 6,8-7,5(m,3H) | 6,9-7,7(m,3H)}  6,8-7,2(m,3H)  &5(m,4H)
NH 10,31(s,1H) 10,46(s,1H) 9,64(s,1H) 10,29(s, 1H
OH 11,12(s,1H) 11,30(s,1H) 10,74(s,1H -
NH, - - - 6,59(s,2H)
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Cizelge 5.2. Aril siilfonilhidrazonlarifC-NMR spektroskopik verileri

Isaretleme | 5Clsalpsh 5Brsalpsh o-vanpsh o-abpsh
CH,-CHz | 13,06 13,07 13,09 13,13
CH>-CHsz | 17,07 17,07 17,07 17,07
SO-CH> 52,48 52,49 52,40 52,04
O-CHs - - 56.33 -

118,48;121,94
123,61;125,83

111,14;118,93
122,51;128,70

113,65;118,88
119,62;120,33

115,57;115,64;
118,37;131,31;

CH(Ar)

131,11 133,91 132,56
C=N 142,49 142,32 144,86 147,93
C-OH 155,53 155,93 148,40 -
C-NH; - - - 151,09
C-OCHs 146,45

Cizelge 5.3. Aril silfonilhidrazonlarin IR Titgien dalga sayilari

Isaretleme 5Clsalpsh 5Brsalpsh o-vanpsh o-abpsh
VagNH>) 3394s
vs(NHy) ' ' ) 3307m
v(NH) 3153s 3159s 3198s 3215w
V(CH)ar 2973m 2973m 2960m 2971w
Vad CHs) 2935m 2940m 2935m 2935w
vs(CH3) 2884w 2884w 2884w 2879w
v(C=N) 1618m 1612m 1612m 1616s
V2d{SO,) 1323s 1323s 1329s 1326s
v(CO) 1266s 1266s 1246s -
V(SO 1150s 1157s 1150s 1158s
3(NH) 688m 688m 732m 732s
3(SO) 539m 534m 534m 532m
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5.1.2. Heterosikliksulfonilhidrazonlar

Tiyofenkarboksialdehitpropansiulfonilhidrazon (tipsh
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'H-NMR Yorumu

tipsh 'In DMSO-¢ icindeki 'H-NMR spektrumuSekil 5.19'da, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.4’ de verilmektedir. 0,98 ppieki pik CH'e bagli
CHj protonlarina, 1,69 ppm deki pik GHe basli CH, protonlarina 3,14 ppm deki
pik SO’ ye bali CH, protonlarina, 7,11-7,64 ppm agahda gorulen pikler
heterosiklik halka protonlarinag,17 ppm deki pikHC=N imin grubuna bz
protona, 10,84 ppm de gozlenen pik dé protonuna aittir.
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Sekil 5.19. tipsh'imH-NMR spektrumu
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1BC-NMR Yorumu

tipsh’in DMSO-d icindeki *C-NMR spektrumuSekil 5.20’de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.5’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna bgli CH3
karbonlan 13,12 ppm de, GHyrubuna bgli CH, karbonlari 17,02 ppm de, $0
grubuna bgh CH, karbonlari ise 52,36 ppm de go6zlestini Heterosiklik halka
karbonlar ise 128,29-138,83 aghdadir. Bilgikteki C=N karbonuna ait pik ise
141,99 ppm de gozlenstir. 39,34-40,60-ppm arasinda gozlenaidetli pik ¢ozicu
pikidir.

Hz

447 .0
38R .7
3i80.0
T
2077

e -

4084
4063
4042
A1
4000
367E
3E6R
— 172 8
— 13i8.8

pen 160 148 120 108 -] <] 48 2 f

Sekil 5.20. tipsh’'I™*C-NMR spektrumu



55

IR Yorumu

tipsh’in IR spektrumu Sekil 5.21'de, titrgim dezserleri ise Cizelge 5.6'da
verilmektedir. Titresim bantlari ve dalga sayillagoyledir; sekonder amingerilme
titresimi, v(NH), 3184cm™ keskin ve kuvvetli; S@grubuna bgl alifatik asimetrik
CH; gerilme titrgimi, vadCHs), 2940 cni de ortasiddette; ve alifatik simetrik Cid
gerilme titrgimi, v(CHs), 2877 crit de ortasiddette; aromatik CH gerilme titgieni,
v(CH)ar, 2973 ppm de ortaiddette, imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1605 crit de
orta siddette; asimetrik SOgeriime titrgimi, va{SO,), 1336 crit de kuvvetli:
simetrik SQ gerilme titrgimi, v(SQy), 1150 cnit de kuvvetli olarak gézlenstir. C-
S asimetrik gerilme titggminin 700-750 crit aralginda gozlendi bilinmektedir.
[77]. tipsh da ise heterosiklik halkaya ait C-S asimegigkilme titrgimi, v,dC-S)
713 cm' de keskin ve kuvvetli bir bant olarak gozlestini NH simetrik eilme
titresimi, S(NH), 735 cm' de ortasiddette; SQ simetrik eilme titresimi, 5(SO),
553 cni' de ortasiddette bir bant olarak gozlenstir.
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.22'de verilmgtir.

Sekil 5.22. tipsh’in t¢ boyutlu modeli

2-Asetiltiyofenkarboksialdehitpropansilfonilhidraw (2 Actipsh)
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'H-NMR Yorumu

2Actipsh 'In DMSO-dicindeki *H-NMR spektrumuSekil 5.23'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.4'de verilmektedir. 0,97 ppmkdpik CH'e bagli
CHj3 protonlarina, 1,70 ppm deki pik Gl baghh CH, protonlarina, 2,24 ppm deki
pik H3C-C=N imin grubuna ki karbon atomu tzerindeki protonlara ait, 3,16 ppm
deki pik SQ’' ye bali CH, protonlarina, 7,06-7,57 ppm agahda gorilen pikler
heterosiklik halka protonlarina ait piklerdir. 16,ppm de goézlenen pik de HN

protonuna aittir.
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13C-NMR Yorumu

2Actipsh’in DMSO-d icindeki **C-NMR spektrumSekil 5.24'de, piklerin kimyasal
kayma dgerleri ise Cizelge 5.5’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna bgli CH3
karbonlar 12,51 ppm d€Hs-C=N imin grubuna bl karbon atomunun piki 14,53
ppm de, CH grubuna bgli CH, karbonlari 16,55 ppm de $@rubuna bgh CH;
karbonlari ise 51,05 ppm de gozlestini Heterosiklik halka karbonlar ise 127,52-
142,49 arafiindadir.C=N karbonuna ait pik ise 149,32 ppm de g6zletimi38,85-
40,10 ppm arasinda gozlengddetli pik ¢oztcl pikidir.
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IR Yorumu

2Actipsh’'in IR spektrumuSekil 5.25'de, titrgim deserleri ise Cizelge 5.6'da
verilmektedir. Titresim bantlari ve dalga sayllagoyledir; sekonder amingerilme
titresimi, v(NH), 3198cm® keskin ve kuvvetli; S@grubuna bgl alifatik asimetrik
CH; gerilme titraimi, vadCHs), 2928 cnit de ortasiddette; alifatik simetrikCHs
gerilme titrgimi, v(CHs), 2884 crit de ortasiddette; aromatik CH gerilme titgieni,
v(CH)a, 2979 ppm de ortaiddette, imin gerilme titrgmi, v(C=N), 1600 crit de
orta siddette; asimetrik S@gerilme titrgimi, vV.{SO,), 1336 cnt de kuvvetli;
simetrik SQ gerilme titrgimi, v(SQ,), 1157 crit kuvvetli; heterosiklik halkaya ait
C-S gerilme titrgimi, va{C-S) 707 crit de keskin ve kuvvetli; NH simetrikggme
titresimi, 5(NH), 746 cnt de keskin ve kuvvetli; SOsimetrik eilme titresimi,
8(SOy), 559 cni de ortasiddette bir bant olarak gozlenstir.
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.26’da verilmgtir.

Sekil 5.26. 2Actipsh’ Gi¢ boyutlu modeli

2-asetil-3-metiltiyofenkarboksialdehitpropansulftidrazon (2Ac3mtipsh)
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LC-MS Yorumu

2Ac3mtipsh’in kutle spektrum@ekil 5.27'de gorilmektedir. 2Ac3mtipsh’in teorik
olarak hesaplanan molekilgidigi 260 gmotdir. 2Ac3mtipsh ligantina ait

molekiiler iyon piki [M-H] 258,5 (%100,0) da temel pik olarak gozlestii
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'H-NMR Yorumu

2Ac3mtipsh 'In DMSO-g icindeki *H-NMR spektrumu Sekil 5.28'de, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.4'de verilmektedir. 0,98 pprekidsiddetli
pik CH,’e bagli CH3 protonlarina, 1,72 ppm deki pik G bazli CH, protonlarina,
2,23 ppm deki pikH3C-C=N imin grubuna h#i karbon atomu Uzerindeki protonlara
ait, 2,36 ppm deki pik heterosiklik halkayaghaCHs; grubundaki protanlara, 3,18
ppm deki pik S@ ye bali CH, protonlarina, 6,94-7,47 ppm agahda gortlen
pikler heterosiklik halka protonlarina ait piklerdiL0,13 de gozlenen pik deHN

protonuna aittir.
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13C-NMR Yorumu

2Ac3mtipsh’in DMSO-d icindeki *C-NMR spektrumuSekil 5.29'da, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.5’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna
bagli CH3 karbonlar1 13,21 ppm d€H3-C=N imin grubuna bgli karbon atomunun
piki 16,95 ppm de, Heterosiklik halkayaghaCHs grubunun karbon atomuna ait pik
ise 16,99 ppm de, GHgrubuna bgh CH, karbonlari 17,82 ppm d&O, grubuna
bagli CH, karbonlari ise 51,58 ppm de gozlestini Heterosiklik halka karbonlari
ise 125,92-137,13 argindadir. C=N karbonuna ait pik ise 150,43 ppm de
gozlenmgtir. 39,13-40,79 ppm arasinda gozlegeldetli pik ¢oztci pikidir.
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Sekil 5.29. 2Ac3mtipsh’it*C-NMR spektrumu
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IR Yorumu

2Ac3mtipsh’in IR spektrumigekil 5.30°da, titrgim deserleri ise Cizelge 5.6'da
verilmektedir. Titresim bantlari ve dalga sayilagoyledir; sekonder amirgerilme
titresimi, v(NH), 3195 cm™ de keskin ve kuvvetli; SOgrubuna bgl alifatik
asimetrik CH gerilme titraimi, va{CHs), 2935 cn1 de ortasiddette; alifatik simetrik
CH; gerilme titraimi, v(CHs), ve 2874 cnt de ortasiddette; aromatik CH gerilme
titresimi, v(CH3)ar, 2966 ppm de ortgiddette, imin gerilme titrgmi, v(C=N),
titresimi1606 cm® de ortasiddette; asimetrik SOgerilme titrgimi, v.{SO,), 1331
cm’ de kuvvetli; simetrik S@ gerilme titrgimi; v(SQ,), 1148 crit de kuvvetli;
heterosiklik halkaya ait C-S gerilme tifini, va{C-S), 736crt de keskin ve
kuvvetli; NH simetrik gilme titresimi, 3(NH), 766 cm' de keskin ve kuvvetli; SO
simetrik &ilme titresimi, 5(SO,), 568 cm® de orta siddette bir bant olarak

gozlenmitir.

% Transmittance

40!

400 30 =0 280 200 180 1000 so0

Wavenumbers {cm-1)

Sekil 5.30. 2Ac3mtipsh’in IR spektrumu



65

Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda ciziimicboyutlu 8D) modeli Sekil
5.31'de verilmgtir.

Sekil 5.31. 2Ac3mtipsh’in G¢ boyutlu modeli

2-asetil-5Cltiyofenkarboksialdehitpropansulfonili@don (2A5CIctipsh)
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LC-MS Yorumu

2A5Clctipsh’in kitle spektrum@ekil 5.32’de gortlmektedir. 2A5CIctipsh’in teorik
olarak hesaplanan molekiitigigl 280,5 gmof’diir. 2Ac5Clctipsh ligantina ait [M-
H]* molekiler pik 278,5 (%100,0)'de temel pik olarakzgnmitir.
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'H-NMR Yorumu

2Ac5Cltipsh 'In DMSO-g icindeki *H-NMR spektrumuSekil 5.33'de, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.4'de verilmektedir. 0,98 pprekidsiddetli
pik CH3 protonlarina, 1,70 ppm deki pik GKCH, protonlarina, 2,20 ppm deki pik
H3C-C=N imin grubuna hgi karbon atomu Uzerindeki protonlara ait, 3,17 pgeki
pik SO’ ye bagli CH, protonlarina, 7,09-7,31 ppm afahda gorilen pikler
heterosiklik halka protonlarina ait piklerdir. 10,8pm deki pik N protonuna aittir.
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13C-NMR Yorumu

2Ac5Cltipsh'in DMSO-g icindeki *C-NMR spektrumuSekil 5.34'de, piklerin
kimyasal kayma deerleri ise Cizelge 5.5’de verilmektedir. Biikteki CH, grubuna

bagli CH3 karbonlar1 13,21 ppm d€H3-C=N imin grubuna bgli karbon atomunun
piki 14,12 ppm de, Ckigrubuna bgh CH, karbonlari 16,99 ppm de $S@rubuna
bagli CH, karbonlari ise 52,01 ppm de gozlestini Heterosiklik halka karbonlari
ise 127,81-142,01 argindadir. C=N karbonuna ait pik ise 148,93 ppm de

gozlenmitir. 40,58-39,33 ppm arasinda gozlenedetli pik ¢ozuci pikidir.
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IR Yorumu

2Ac5Cltipsh’'in IR spektrumwekil 5.35'de, titrgim deserleri ise Cizelge 5.6'da
verilmektedir.Titresim bantlarn ve dalga sayilagdyledir; sekonder amin gerilme tigieni,
v(NH), 3230cm™ de keskin ve kuvvetli; SOgrubuna bgl alifatik asimetrik gerilme
titresimi, vadCHs), 2932 cnil de zayifsiddette; alifatik simetrik gerilme titrgimi,
v(CHs), 2877 cn de ortasiddette; aromatik CH gerilme titgieni; v(CH)a,, 2966
ppm de ortasiddette, imin gerilme titcgmi, v(C=N), 1601crit de zayifsiddette;
asimetrik SQ gerilme titrgimi, vad{SOy), 1336 cmt de kuvvetli; simetrik S@
gerilme titraimi, vy(SQy), 1169 cnt de kuvvetli; heterosiklik halkaya ait C-S
gerilme titrgimi, va{C-S) 713 crit de keskin ve kuvvetli; NH simetrikg#me
titresimi, 5(NH), 745 cnt de keskin ve kuvvetli; SOsimetrik eilme titresimi,
8(SOy), 572 cni de ortasiddette bir bant olarak gozlenstir.
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Ligandin HyperChem 8 (MM+) programinda cizikmicboyutlu 8D) modeli Sekil

5.36’da verilmstir.

Sekil 5.36. 2Ac5Cltipsh’in ¢ boyutlu modeli

Cizelge 5.4. Heterosiklik siilfonilhidrazonlarii-NMR spektroskopik verileri

Isaretleme tipsh 2Actipsh 2Ac3mtipsh 2Ac5Cltipsh
CH,-CH3 0,98(s,3H) 0,97(s,3H) 0,98(s,3H) 0,98(s,3H)
CH,-CH;s 1,69(s,2H) 1,70(s,2H) 1,72(s,2H) 1,70(s,2H)
SO»-CH, 3,14(s,2H) 3,16(s,2H) 3,18(s,2H) 3,17(s,2H)
H-C=N 8,17(s,1H) - - -
HsC-C=N - 2,24(3H) 2,23(s,3H) 2,20(s,3H)
CHs-Halka - - 2,36(s,3H) -

CH(Ar) 7,1-7,6(m,3H) | 7,1-7,6(m,3H)  6,9-7,5(m,2H)7,1-7,3(m,2H)
NH 10,84(s,1H) 10,16(s,1H) 10,13(s,1H 10,31(s,1H)
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Cizelge 5.5. Heterosiklik siilfonilhidrazonlariC-NMR spektroskopik verileri

Isaretleme tipsh 2Actipsh 2Ac3mtipsh 2Ac5Cltipsh
CHx-CH3 13,12 12,51 13,21 13,21
CH,-CHj3 17,02 16,55 17,82 16,99
SO,-CH;, 52,36 51,05 51,58 52,01
CH3-C=N - 14,53 16,95 14,12
CHs-Halka - - 16,99 -

C=N 141,99 149,32 150,43 148,93

128,3;129,1;| 127,5;127,7, 125,9;132,8; | 127,8;127,9;
CH(halka)
131,1;138,8 128,6;142,5 135,6;137,1 131,1;142,0

Cizelge 5.6. Heterosiklik sulfonilhidrazonlarin TRresim dalga sayilari
Isaretleme tipsh 2Actipsh 2Ac3mtipshh 2Ac5Cltipsh
v(NH) 3184s 3198s 3195s 3230s
V(CH)ar 2973m 2979m 2966m 2966m

Vad CHg) 2940m 2928m 2935m 2932w
vg(CHg) 2877m 2884m 2874m 2877m
v(C=N) 1605m 1600m 1606m 1601w
V2SO 1336s 1336s 1331s 1336s
V(SO 1150s 1157s 1148s 1169s

02 C-S) 713s 707s 736s 713s

3(NH) 735s 746s 766s 745s

3(SOy) 553m 559m 568m 572m
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5.2. Karbonik Anhidraz Il (CAIll) Aktivite Sonuclari

Bu calsmada amag; sulfonamit grubu iceren, yeni sentemlesidfonilhidrazon

bilesiklerinin Karbonik Anhidraz Il enzimi Uzerindeki Mibisyon etkisinin

incelenmesidir. Referans madde olarak Klinik ildarak kullanilan asetazolamit
kullaniimistir. Bir inhibitértiin inhibisyon etkisini gdsteren uyguarametrelerden
biri 1Cs0 (%50 inhibisyona neden olan inhibitor dami) degerleridir [73].

Bilesiklerin ICso degerleri Cizelge 5.7 ve Cizelge 5.8 ‘de veriftim.

ICso deserlerinden sentezlenen hilklerin hepsinin karbonik anhidraz Il enzimini
inhibe ettgi gortlmistir. Sentezlenen byikler aromatik ve heterosiklik olmak
Uzere iki grupta deerlendiriimektedir. Aromatik bilgkler kendi aralarinda
karsilastirildiginda; benzen halkasina ghafonsiyonel guruplarin halkaya elektron
verme Ozellgi arttikca inhibisyon ozelfinin arttigi gortlmektedir. Benzer durum
supuran ve arkadiarinin calsmalarinda da gorilmektedir [78]. Ayrica serbest,NH
grubu iceren bilgklerin daha guclu inhibitor etkisi olgw belirtiimektedir [79].
Buna goére inhibisyon gerlerine bakilacak olursa aromatik ilderin inhibit6r
Ozelliklerinin arts sirasini 5Clsalpsh < 5Brsalpsh < o-vanpsh < ofalpklinde

yazabiliriz.

Tiyofen halkali heterosiklik bikgklerde tipsh bilgigi digerlerinden daha gucli
inhibitor 6zelligi gbstermektedir. Bu sonug tipsh daki imin C-H prainun enzimin
aktif ucu ile ilave hidrojen ka yapmasiseklinde aciklanabilir Son yillardaki
calismalarda C-H protonunun, protein yapisi ile etfiteyaptgi [C-H...X (X: O, n)]
bilinmektedir [40,80]. Dger bilesikleri de gbz 6nlne alirsak deneysel verilere gore
siralamay! tipsh> 2Actipst» 2Ac3mtipsh > 2Ac5Cltipsh seklinde yapmak
mumkundur. Heterosiklik bikgklerin tiyofen halkasinda ilave bir elektron cekic

grubun olmasi durumunda inhibitor 6zgihin azaldgini gostermektedir.

Sonuclar hem aromatik hemde heterosiklik dilerde halkada ilave bir elektron

cekici grubun olmasi durumunda inhibisyon etkisiazaldgini gbstermektedir.



Cizelge 5.7. Aromatik bikgklerin CAll enzimi tUzerindeki inhibisyon etkilenn

sonuclari

Aromatik Bilesikler | Bilesiklerin Agik Formulleri ICs0 (MM)
o
|
e \C3H
o-abpsh II{ NlH ! 0,55
C=HN
NH2
o]
h
Hoowa O
o-vanpsh I 0,60
C—=HN
[T
OCH,
Q
|-
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H wg s
5Br-salpsh - | 1,05
C=HN
CH
o
H owa O
5Cl-salpsh ol I 1,80
=N
CH
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: N R
Asetazolamit H— S—HH, 0,05
£ g ~o

(referans bilgik)
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Cizelge 5.8. Heterosiklik bitgklerin CAll enzimi tizerindeki inhibisyon etkilenin

sonuclari

Heterosiklik Bilssikler | Bilesiklerin Agik Formulleri ICs50 (MM)
o
N0
o \C3H?
tipsh /T\ L 0,55
C=HN
3
0
|-
e \C3H
2Actipsh / \ f|3H3 NIH ! 0,90
S
0
[
CH, -
2Ac3mtipsh @THE i C3H; 1,20
\\5 T=H
i
0
g &
o \C3H
2Ac5Cltipsh U?Hg bllH 7 1,30
C=N
Cl .
H—H
AR
. -
Asetazolamit H— 55 I, 0,05
CH; < :

(referans bilgik)
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6. YORUM VE ONERILER

Bu calsmada aromatik/heterosiklik propansulfonilhidrazon ilegikleri
sentezlenmsgtir ve tim bileiklerin CAIll enzimi (zerindeki inhibisyon etkisi

arastirilmistir.

Bu bilesikler Gizerine yapilmasi dindlen cagmalarsoyledir:

. Benzer vyapidaki sudlfonilhidrazonlarin  ve bazi metlRbmplekslerinin
antibakteriyel aktiviteleri daha 6nce incelegnve antibakteriyel etkinlikleri
tespit edilmgtir [39,40,81]. Bu cakmada sentezlenen hjlklerin de
antibakteriyel etkinliklerine bakilabilir ve metkbmpleksleri de sentezlenerek
antibakteriyel aktiviteleri incelenebilir. Ayric&stezlenen bikgklerin ve metal
komplekslerinin CAl ve CAll enzimleri Uzerinde idtiior etkileri incelenbilir.

. Bundan sonraki caimalarda; daha 6nceden ve bu tez sgadisi sirasinda
sentezlenen sulfonilhidrazon hilklerinden yararlanilarak bunlarin ilag olarak
kullanimi icin Gaussian 4.1. programi ile yapi-aiké iliskileri (SAR)
belirlenebilir.

. Daha 0©nce benzer sdlfonilhidrazonlarin  stostatikkilexinin  oldugu
gozlenmgtir [82]. Bu nedenle sentezlenen BRilderin kanserli hicreler
Uzerinde denemeleri yapilabilir.

. Sentezlenen bu Dbgiklerin korozyona kan inhibitor 6zellikleri de
bulunmaktadir. Daha 6nce benzer gah yapiimg ve iyi sonuglar alinngtir
[83].
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