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OZET

Bu c¢alismada, metansiilfonik asit hidrazit (msh)’den ¢ikilarak yeni aromatik
stilfonilhidrazon bilesikleri; 3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-
tbsalmsh), 3-tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh), 5-bromosalisil
aldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh) sentezlendi. Aromatik siilfonilhidrazonlarin
yap1 tayininde element analizi, FT-IR, *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari kullanildi. 5-
Brsalmsh’in yapis1 X-1s1n1 kirmimu ile desteklendi. Aromatik siilfonilhidrazonlarin Cu(II)
kompleksleri sentezlendi ve yapilar1 spektroskopik metotlar (FT-IR, LC-MS ve UV-vis),
termal calismalar, iletkenlik ve manyetik duyarlik Olgiimleri ile aydinlatildi. Aromatik
ligandlarin ve Cu(ll) komplekslerinin karbonik anhidraz | izoenzimine (hCA 1) karsi
inhibisyon aktivitesi spektrofotometrik yontemle incelendi ve inhibisyon parametreleri
(ICso ve K ) hesaplandi. Enzim inhibisyon sonuglari, Cu(IT) komplekslerinin 6zellikle de
5-BrsalmshCu’in hCA 1 izoenzimine karsi yiiksek aktiviteye sahip oldugunu gosterdi.
Ayrica doniisiimli voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemleri ile
bilesiklerin hCA I izoenzimi {izerine inhibisyon etkisi incelendi.
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ABSTRACT

In this work, new aromatic sulfonylhydrazones derived from methane sulfonik acid
hydrazide (msh); 3,5-ditertbutylsalicylaldehydemethanesulfonylhydrazone (3,5-tbsalmsh),
3-tertbutylsalicylaldehydemethanesulfonylhydrazone (3-tbsalmsh), 5-bromosalicyl
aldehydemethanesulfonylhydrazone (5-Brsalmsh) were synthesized. The structures of
aromatic sulfonyl hydrazones were determined by using elemental analysis, FT-IR, ‘H-
NMR ve *C-NMR spectrum. The structure of 5-Brsalmsh was also supported with X-ray
difraction. Cu(ll) complexes of aromatic sulfonylhydrazones were synthesized and their
structures were characterized with spectroscopic methods (FT-IR, LC-MS and UV-vis),
thermal studies, conductivity and magnetic susceptibility measurements. The inhibition
effects of sulfonylhydrazones and their Cu(ll) complexes on carbonic anhydrase |
isoenzyme (hCA 1) were investigated by using UV-vis spectrophotometer method and the
activity parameters (ICso and Ki ) were calculated. Biological activity results showed that,
Cu(ll) complexes especially 5-BrsalmshCu had high inhibition effects on hCA |
isoenzyme. Also, the inhibition effects of the compounds on hCA | isoenzyme were
investigated by cyclic voltammetry (CV) and differantial pulse voltammetry (DPV)
methods.
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Key Words : Aromatic sulfonylhydrazones, Cu(ll) complex, carbonic anhydrase I
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SiIMGE VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilan bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

verildi.
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1. GIRIS

1932°de Alman kimyacilar, Klarer ve Mietzch siilfonamid tiirevi olan prontosil adl1 bilesigi
sentezlemis, 1935°de Gerhard Domagk ve arkadaslari bu bilesigi hasta fareler lizerinde
deneyerek Steptococcus lardan ileri gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilacagini
gostermistir. Kemoterapide ilk adim olarak kabul edilen bu kesfinden dolayr Domagk
Nobel Tip odilini almistir. 1936 yilinda Fransa’da Jacques ve Thérése Trefouel ekibi
Pastor Enstitisii’nde Prontosilin siilfanilamide metabolize oldugunu bulmustur. Bundan
sonra antimikrobiyal aktivite 0Ozelliginin 1iyilestirilmesi amacina yonelik olarak,
stilfonilamiddeki SO, grubuna bagli primer amine gesitli siibstitiientler takilarak binlerce

tiirev sentezlenmistir [1].
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Sekil 1.1. Prontosil (a) ve 4-aminobenzensiilfonamid (b) molekiillerinin yapisi

Organik ve tibbi kimyada ¢ok karsilasilan siilfonamid grubu bilesiklerin kemoterapik
onemi gittikge artmaktadir. Metan siilfonamidler (CH3SO,;NH;) ilag yapiminda en ¢ok
kullanilan fonksiyonel grup olarak bilinmektedir. Hidrazin grubu igeren bilesiklerin pek
cok biyolojik aktiflige sahip olduklar1 ve sitostatik aktivite gosterdigi, bazi
stilfonilhidrazinlerin de antineoplastik etkisi (habis hiicrelerin biiylimesini ve yayilmasini

onleme etkisi) oldugu bilinmektedir.

Aromatik ve heteroaromatik siilfonamidler, karbonik anhidrazin (Karbonat Hidroliyaz
E.C.4.2.1.1) en giiclii inhibitorleridir. 1940°da Mann ve Keilin aromatik sufonamidlerin bu
enzimi inhibe ettigini gostermistir. Bu enzim, tiim viicutta yaygin olarak bulunan ve
fizyolojik éneme sahip olan Zn*? merkez iyonu igeren bir metaloenzimdir. Bu enzim
canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCOj3 iyonunun dehidratasyonunu

katalizlemektedir.



Farkli insan karbonik anhidraz izoenzimleriyle kompleks olusturan bu ilaglarin kristal
yapilari, hem molekiiler seviyede karbonik anhidrazin inhibisyon mekanizmasini anlamak
hem de yan etkisi en az olan ilaglar tasarlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir. Karbonik anhidraz
enzimi ile kompleks olusturan bazi siilfonamid ilaglarin; asetazolamid (5-asetamit-1,3,4-
tiadiazol-2-siilfonamid; AZM), methazolamid (5-asetilamino-4-1,3,4-tiodozalin-2-
sulfonamid; MZM) ve amsulf (3-asetoksiciva -4-aminobenzen siilfonamid; AMS) kristal

yapilari su sekildedir.

ASETAZOLAMID 03 METAZOLAMID

S-asetamit-1, 3, 4-tiadiazol-2-siilfonamid S-asetilamino-4-1, 3, 4-tiodozalin-2-sulfonarmid
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. ok
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N2 - N1
AMSULF Qr

3-asetoksiciva-4-aminobenzen silfonamid

Sekil 1.2. Asetazolamid (AZM), Metazolamid (MZM) ve Amsulf (AMS)'un kristal yapilar

CA enzimi viicuttaki bircok bolgede H" ve HCOj3™ iyonlarinin birikimi saglayarak akiskan
dengesi kurulur. Goz igi sivisi, yiiksek miktarda Na*, CI, laktat ve askorbat ile birlikte
HCOgs iyonlarini igerir. Goz i¢i sivisinin salgilanmasinda CA enzimi, HCO3 iyonu
birikimini sagladigindan uyarici bir etki olusturur. Bu enzimin inhibisyonu sonucu goz i¢i
stvisinin salgilanma orani yaklasik yari yariya azalmaktadir. Bu enzim goz tansiyonu

(glokom) durumunda g6z i¢i basincini diisiirmektedir [2].



Glukom hastalig1r tedavisi igin CA enzimi lizerinde yapilan inhibisyon ¢alismalari
sayesinde hastaliklarin tedavi ve teshisinde CA inhibit6rlerinin 6nemi ortaya ¢ikarilmistir.
Boylece, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yani sira bu enzimin
dokulara dagilimi1 ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlagilmis, bunun sonucunda da
CA enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu
caligmalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis, bu inhibitorler basta glukom
tedavisinde, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda, antitimor ve agri kesici ilaglarda,
pozitron emisyontomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde
diagnostik teshis materyali olarak, antiiilser ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak

kullanilmaktadir.

Karbonik anhidraz inhibitorleri diiiretik etkisinden dolayr onemli kullanima sahiptir.
Bobrek, alkalileri tutarak asidik idrar ¢ikarilmasini saglayarak ekstraselliiler sivinin asit-
baz dengesini korur. Aril hidrazonlarin metal kompleksleri, tiimér, tiiberkiiloz, lepra ve
zihin bozukluklar1 gibi hastaliklarda tedavi amagli kullanilmaktadir. Hidrazon tiirevlerinin
iyi bir selat olusturabilmeleri nedeniyle gecis metalleri ile kararli bilesikler olusturdugu

goriilmektedir.

Bu ¢aligmada, metan siilfonik asit hidrazit (msh:NH>-NH-SO,-CHj) bilesigi sentezlenmis
ve bu bilesikten yola ¢ikilarak yeni aromatik metansiilfonilhidrazon bilesikleri ve Cu(ll)
kompleksleri elde edilmistir. Bilesiklerin yapilari, elementel analiz, spektroskopik
yontemler (*H-*C NMR, LC-MS, FT-IR, UV-vis), TGA egrileri, molar iletkenlik ve
manyetik duyarlik dl¢timleri kullanilarak aydinlatilmistir. Bilesiklerin karbonik anhidraz |
(hCA 1) izoenzimi fizerine inhibisyon etkisi spektrofotometrik ve elektrokimyasal
yontemlerle incelenmistir. Cu(ll) komplekslerinin enzim inhibisyon etkisinin ligandlardan
daha 1yi oldugu, elektron ¢ekici Br atomunun varliginin aktiviteyi artirdigi gozlenmistir.
Standart inhibitor olarak bir siilfonamid bilesigi olan asetozalamid kullanilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin adlar1 ve sembolleri asagida verilmistir:

1- Metan siilfonik asit hidrazit (msh)

2- 3,5-Ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh)
3- 3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh)
4- 5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh)



5- Sodyum bis(3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(I1) monohidrat
(3,5-tbsalmshCu)

6- Sodyum bis(3-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(II)
(3-tbsalmshCu)

7- Sodyum bis(5-bromosalisilaldehit metanstilfonilhidrazon)bakir(II) trihidrat
(5-BrsalmshCu)

Sentezlenen bilesiklerin tahmini agik yapisi asagida verilmistir:
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Sekil 1.3. Sentezlenen bilesiklerin tahmini agik yapisi



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siillfonamidler

Tiim siilfonamidlerde ana yap1 Siilfanilamid® yapisidir. Azoboyar maddelerden biri olan
Prontosil 1935 yilinda sentezlenmistir. Siilfonamid grubu (R-SO2-NR1Rz2) ve tiirevlerini
(sulfonil hidrazit, sulfonil hidrazon, siilfonil iire v.s.) igeren ilaglara kisaca SULFA ilaglari
ad1 verilmektedir. Siilfa ilaglar1 antibiyotik olarak kullanilabildikleri gibi, seker hastaligi
(oral antidyabetikler), idrar soktiirticii (ditiretik), g6z i¢i tansiyonu (glokom) ve
antiinflamatuvar (anti-romatizmal) tedavilerinde de kullanilmaktadir. Siilfonamid’den
tiretilen stilfonilhidrazon bilesikleri de g¢esitli tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir.

Asagida bazi siilfonamid grubu ve tiirevleri verilmektedir.

O, O O H H Q o, o _°
87 R —S-N-NH; R—C=N-N-8-CH; LN
R NH; O & RN NH
stulfonamid sulfonil hidrazit suilfonil hidrazon sulfoniliire

1980’de glioksilik asit ile RSO2NHNH2 nin tepkimesinden elde edilen neoplazma
inhibit6rii olan alkilsiilfonil hidrazonlar, RSO2NHN:CHCO2H (R=Ph, stiril, Me, Bu, etc.)
leukemia P-388 kanserine karst etkilidir.  4-(Arilsulfonilhidrazino)  kinaldinler
antibakteriyal aktiflik gOstermektedir. Aromatik aldehitlerin pirazolil ve tienil
sulfonilhidrazonlart ~ sitotoksik  etki ~ gostermektedir. Ftalimidoasetaldehitlerin
stilffonilhidrazonlar1 Ehrlich Ascites karsinom hiicreleri {izerinde etkindir. Avril
hidrazonlarin metal kompleksleri, tiimor, tiiberkiiloz, lepra ve zihin bozukluklar1 gibi
hastaliklarda tedavi amaglhi kullanilmaktadir. Hidrazon tlirevlerinin 1iy1 bir selat
olusturabilmeleri nedeniyle gecis metalleri ile kararli bilesikler olusturdugu goriilmektedir.
—SO,NH; fonksiyonel grubuna farkli grup ve siibstitiientler takilarak elde edilen yeni nesil
siilfonamidler farkli enzim inhibitér 6zelligi gdstermektedirler. Ornek olarak diiiretik etki
ve goz i¢i basincinin diizenlenmesinde kullanilan furosemid ve indipamid ilaglari

verilebilir (Sekil 2.1) [3].
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Sekil 2.1. Baz1 yeni nesil Siilfa ilaglar1 (a) Furosemid®, (b)indipamid®

Yapilan c¢aligsmalarda prontosilin streptokok enfeksiyonunu oOnledigi goriilmiistir. Etki
mekanizmas: 10 yil sonra agiklanabilmistir. In vitro ortamda etkisiz olan Prontosil’in
organizmada parcalanarak metabolize oldugu ve iki metabolitten birinin (Siilfanilamid)

aktif olmasi nedeni ile etkili oldugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 2.2. Prontosil’in metabolize yapilari

Siilfonamidlerin mikroorganizmaya olan etkileri antimetabolit etkidir. Bakteri hiicre
duvarini yapabilmek igin folik asite ihtiyag duyar. Folik asit sentetaz enzimi folik asit

sentezini gergeklestirir. Folik asidin yapisinda PABA bulunur.
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Pteridin PABA Glutamik asid
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Sekil 2.3. Folik asit sentezi



Eger bakteri, organizmaya verilen siilfonamid ile karsilagirsa bunu kimyasal bakimdan
birbirine benzeyen PABA yerine koymaya calisir. Ancak molekiil uzunluklari, genisligi,
sekli ve elektronik nedenlerle bu olay ger¢eklesemez. Hiicre duvari ic¢in folik asid
olusmazsa plirin bazlarinin sentezi de engellenmis olur. Piirin bazlarinin sentezlenememesi

bakteri hiicresinde RNA ve DNA sentezini de bozar [4].
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* Gerhard Domagk(1895-1964); 1932 yilinda siilfonamidlerin streptokok enfeksiyonundaki kiiratif etkisini
gdstermistir. Bu calismastyla Nobel Odiilii almistir.

Sekil 2.4. Antimetabolit Etki Mekanizmasi
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1. Bilesigin aktivite gosterebilmesi i¢in amino grubunun 4 nolu konumda bulunmasi

gerekir. Yani amino ve siilfonil gruplar birbirlerine gére para konumunda olmalidirlar.

2. 4 nolu konumdaki —NH; grubunun, bilesigin aktivite gisterebilmesi i¢in serbest veya

viicutta kolaylikla serbest -NH, grubuna doniisebilmesi gerekir.



3. Para konumundaki —NH; grubu yerine —NO, -NHOH ve -N=N- gruplar1 gelebilir.

Bunlar organizmada rediiksiyona ugrayip serbest amino haline doniisebilen gruplardir.

4. Benzen halkas1 yerine yapiya diger bir halkanin girmesi veya benzen halkasi {izerine

baska gruplarin siibstitliisyonu aktiviteyi azaltir veya yok eder.

5. N'-monosiibstitiisyonla aktif bilesikler, N'-disiibstitiisyonla ise genellikle inaktif

bilesikler olusur.
Sulfonamidlerin siniflandirilmasi:

1. Sistemik stilfonamidler

a) Kisa etki siireli

b) Orta etki siireli

¢) Uzun etki siireli

2. Gastrointestinal enfeksiyonlarda kullanilan siilfonamidler

3. Oftalmik enfeksiyonlarda kullanilan siilfonamidler

4. Uriner enfeksiyonlarda kullanilan siilfonamidler

5. Yanik tedavisinde kullanilan siilfonamidler

6. Vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan siilfonamidler

2.1.1. Sistemik siilfonamidler

a) Kisa etki siireli: Hizla absorblanir ve atilir. Yar1 6miirleri 4-7 saattir. Bunlar sistemik

enfeksiyonlarda tercih edilirler.
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Sekil 2.5. Sulfizoksazol® yapisi

“4-amino-N-(3,4-dimetil-5izoksazoili)benzen sulfonamid”
“3,4-Dimetil-5-sulfonilamidoizoksazol”

“N*-(3,4-Dimetil-5-izoksazolil)sulfonilamid”



Sistemik enfeksiyonlarin (sulfadiazinin tercih edildigi 6zel durumlar hari¢) ve idrar yolu

infeksiyonlarinin tedavisinde en fazla tercih edilen sulfonamiddir.

Siilfametasin” (Siilfadimidin+)
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ekil 2.6. Sulfametasin™ (Stlfadimidin+) yapisi
Sekil 2.6. Siilf: in* (Siilfadimidin+)

“N-(4,6-Dimetil-2-pirimidinil)stlfanilamid”

Cesitli bakteri enfeksiyonlarma karst agiz yoluyla kullanilan, toksik etkisi diistik,

stilfonamid grubu bir siilfonamiddir.

Siilfaasetamid”

.
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Sekil 2.7. Siilfaasetamid” yapist

"N-[(4-Aminofenil)siilfonilJasetamid”

“N1-Asetilsilfonilamid”

Sodyum tuzunun %30'luk soliisyonu veya %10'luk
uygulanabilir.

merhemi gbéze lokal olarak
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Siilfamerazin”
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Sekil 2.8. Siilfamerazin‘yapisi

“N*-(4-Metil-2-primidinil)siilfanilamid”

Siilfatiyazol+

S
H N—m—SD—NJQ J

2 ) 2 H N
Sekil 2.9. Siilfatiyazol” yapisi
“N1-(2-Tiyazolil)sﬁlfanilamid"
Onemli antibiyotik ve antifungal 6zelliklere sahip bir sulfonamiddir.

b) Orta etki siireli: Bunlar kisa etki siirelilere kiyasla daha yavas absorblanir ve atilirlar.
Yart omiirleri 10-12 saattir. Giinde iki defa verilirler. Uzun siireli tedavi gerektiren

enfeksiyonlarda (6zellikle iiriner enfeksiyonlar) kullanilirlar.

Siilfametoksazol®

Sekil 2.10. Siilfametoksazol "yapis1

“4-Amino-N-5-metil-3-izoksazolilbenzensiilfonamid”
“5-metil-3-siilfanilamidoizoksazol”

“N*-(5-Metil-3-izoksazolil )siilfanilamid”
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Siilfametoksazol bir antibiyotiktir ve bakterilerin sebep oldugu farkli tiirdeki
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Kulak enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,

bronsit, zaturre tedaviside kullanilir.

Siilfadiazin®

N=—
Hstoz—n{}q P

Sekil 2.11. Siilfadiazin"yapis1

“4-amino-N-2-pirimidinil-benzensiilfonamid”

“N*-(2-pirimidinil)sulfanilamide”
Silvadiazin, Sulfadiazin, Silverdin, Tradiazin, Pedidiazin, Sulfatryl, Sulfatrim

Glimiis siilfadiazinin %1°lik merhemleri (SSD) yanik tedavisinde halen en sik kullanilan
topikal ajandir. Akut eklem romatizma tedavisinde ise penisiline allerjisi olanlarda

stilfadiazin kullanilir.
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Sekil 2.12. Siilfafenazol” yapisi

“N*-(1-Fenilpirazol-5-il)siilfanilamid”

Bakteriyel enfeksiyonlara kars1 antibiyotik olarak kullanimi bilinmektedir.
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Genel Sentez Yéntemu

NH, NHCOCH, NHCOCH, NHCOCH,
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Sekil 2.13. Genel Sentez Yontemi
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Sekil 2.14. Siilfizoksazol Genel Sentez Y ontemi
Siilfametoksazol”
H.C CH COOEt NaOCH, H_C COOEt AC

3 ‘“ﬂ*" . 3 3 W NH,OH —

COOEt #
0O 58 O~/ ~cooEt
HC. H.C
NH, 3 \lﬁ-f Hoffmann 3 \[f,-
O~ ~CONH, O~ "NH,
NHCOCH, NHCOCH
H Na.h Hidroliz

Tolllen Piridin = Silfametoksazol
CH,

SO,Cl 30

Sekil 2.15. Siilfametoksazol Genel Sentez Y 6ntemi

C) Uzun etki siireli: Bu tiirevlerin absorbsiyonlar1 hizli olup atilimlar1 yavastir.

Omiirleri 35-40 saattir.

Yar
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2.1.2. Gastrointestinal enfeksiyonlarda kullanilan siilfonamidler

Siilfasalazin®

HOoOC
; ol —
A ™, A
H .l'". x-\. a — ("( o - ¢ "h
o f}- N=N-—, v SO; H Y,

Sekil 2. 16. Siilfasalazin Yapist

“5-[4-(2-Pridilsiilfamoil)fenilazo]salisilik asit”

/! ™,
50,0l DS — N
N 1 N
iy rarH. = T g
[ - I+ —
- M - g
N 3 H, M
MO, MHCOCH,
rL ™,
O8—N—, HMC,
Hidroliz H T - Sulfasalazin
—— e .--"'-T.--\._.-":: CHoEH
(s |
Rt o
T ]
MNH,

Sekil 2.17. Siilfasalazin Genel Sentez Y ontemi

Salisilazosiilfapiridin (siilfasalazin), siilfapiridin ve salisilik asidin bir asit-azo bilesigidir.
[ltihapli  barsak hastaliklari ve aktif romatoid artrit tedavisinde kullanilir.

Salisilazosiilfapiridin ve metabolitlerinin antienflamatuvar ve antibakteriyel etkileri vardir.

Siilfadimetoksin”
- OMe
H N——\// S so ~N—«/~N- N
3 /}/ = ‘\'\ /:f /
~
O e

Sekil 2.18. Siilfadimetoksin®_Yapisi

“N*'-(2,6-Dimetoksi-4-pirimidinil)siilfanilamid”

Siilfadimetoksin uzun siireli etkili bir sulfonamiddir. FEtkisini bakteri hiicresinde

metabolizmay1 bozmak suretiyle (bakteriyel antimetabolit) gosterir.
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Siilfadoksin”
VRN ’_N =N
HoN—< N so—N—& N
2 Wi *H N 7
Meo~ “OMe

Sekil 2.19. Siilfadoksin® Yapis1

“N*—(5,6-Dimeoksi-4-pirimidinil)siilfanilamid”
Sitma hastaligina kars1 kullanilan uzun siireli etkili sulfonamiddir.

Siilfametoksidazin® (Siilfameter")

:’/’,'/ §f\-\ / \,
H.N—< SO —N—<, S OMe
2 I * H

Sekil 2.20. Siilfametoksidazin (Siilfameter”) Yapisi

“N*-(5-metoksi-2-pirimidinil)siilfanilamid”

Siilfametoksipridazin®

,'/ Y / "
HjN—g Y»—80:—N—,  ,)—OMe
NN/ T H N

N-—N
Sekil 2.21. Siilfametoksipridazin+ Yapist
“N* -(6-Metoksi-3-primidazinil)siilfanilamid ~
“Metamit (Depo-Sulfon) ”

Antimikrobiyal etkisi olan bir stilfonamiddir.

2.1.3. Oftalmik enfeksiyonlarda kullanilan siilfonamidler

En ¢ok kullanilanlar; siilfadikramid, siilfasetamid sodyum, piiriilan ve siilfizoksazoldiir.

Tedavi edilmemis enfeksiyonlarin, vaksinia varisellayla kornea ve konjunktivitenin diger
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birgok viral rahatsizliklarin, okiiler tiiberkiiloz ve goze ait mantar hastaliklarinin

tedavisinde kontrendikedir [5].

2.1.4. Uriner enfeksiyonlarda kullamlan siilfonamidler

En cok kullanilanlar; stilfakarbamid, siilfasetamid, siilfasitin, siilfadiazin, siilfadimetoksin,
stilfaetidol, siilfameter, siilfametazin, siilfametizol, siilfametoksazol, siilfametoksipiridazin,

siilfafenazol, stlfisomidin ve siilfizoksazol’diir.

2.1.5. Yanik tedavisinde kullanilan siilfonamidler

Mafenit*(Siilfatolamit")

o ",
HoMNH o — — SO NH,
._\—F.-.-

Sekil 2.22. Mafenit’(Siilfatolamit™) Yapisi

“4-(Aminometil)benzensiilfonamid”
2.1.6. Vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan siilfonamidler

En cok kullanilanlar; siilfabenzamid, siilfasetamid ve siilfanilamid olup siklikla karigim

halinde kullanilirlar [6].
2.2. Karbonik Anhidraz Enzimi

2.2.1. Smiflandirilmasi, dagilimi ve fizyolojik 6nemi

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1), ilk olarak 1933 yilinda sigir
eritrositlerinde tanimlanmistir. Bu tarihten sonra tiim memeli dokularinda, prokaryot,
okaryot ve archaeada yaygin olarak bulundugu tespit edilen ve yapisinda Zn** iyonu

bulunduran bir metaloenzimdir.

CA’1n, bes adet sitozolik izoenzimi (CA 1, CA II, CA 1ll, CA VII, CA XIIl), bes adet
hiicre membranina bagli izoenzimi (CA IV, CA IX, CA XIlI, CA XIV, CA XV), iki tane
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mitokondriyal izoenzimi (CA VA, CA VB) ve bir adet salgilanan CA izoenzimi (CA VI)
vardir (Cizelge 2.1.). Bu enzim ilk olarak Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda
eritrositlerde bulunmustur. Aktivitesi sonradan renal korteks, gastrik mukoza, pankreas,
g6z merkezi, sinir sistemini igine alan birgok yerde saptanmistir. Ayrica bu enzim baska

eritrositlerde, mide, gbz ve beyinde de bulunur [7,8].

Karbonik anhidrazin degisik izoenzimleri farkli bir sekilde dokulara dagilmis haldedir.
Baz1 izoenzimler aymi dokularda birlikte bulundugu gibi, diger bazi dokularda tek bir
izoenzim bulunmaktadir. Eritrositlerde bol miktarda bulunan CA I izoenzimi yaninda, CA
Il degisik dokulara H" ve HCOjs salgilamaktadir. Ayrica bobrek kortekslerinden izole
edilen CA II’nin biitiin 6zelliklerinin tamamen ayni oldugu bulunmustur. Diger dokularda
ise CA II izoenzimi eser miktarda bulunmaktadir. Membrana bagh bir izoenzim olan CA
IV ise insan bobregi ve akcigerlerinden izole edilmistir. Epitelyum hiicrelerde CA 1V
izoenziminin CA Il ile birlikte bulundugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar, CA IV’iin
yetiskin Kisilerin dokularinin biiyiik bir boliimiinde ve bazi fetal dokularda bulundugu
belirlenmistir. CA V’in belirli dokularin mitokondrilerinde, CAVT tiikiiriik bezlerinde ve

CA VIl ise sitozolde bulunan izoenzimleridir [9].

Eritrosit CA’sinin en 6nemli fonksiyonu, doku kilcal damarlarinda, metabolizma {iriinii
olan COy’i H,COj’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,COsz’in COj’e doniismesi
reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer almaktadir. Katalizleme reaksiyonu

sOyledir:

karbomk

H.O + CO, anhidraz H,CO,

HCO, + |
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Cizelge 2.1. Yiiksek omurgalilarda a-CA izoenzimleri, onlarin nispi CO; hidrataz
aktiviteleri, siilfonamid inhibitorlerine karsi afiniteleri ve hiicre i¢indeki

yerlesimleri
Katalitik aktivite (CO» Siilfonamudlere

Izoenzim hidrasyonu) kars: afinite Hiicre i¢i1 verlesme
CA1 Diistik(CA IT'nin %% 10™u) | Orta Sitoplazma
CAII Yiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CA Il C ok diistik Cok diisuk Sitoplazma
CATIV Yiksek Yiiksek Membrana baglh
CA VA Orta derece — Yiiksek* Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta derece Yiiksek Tukruk/stit"te salg:
CA VII Yiksek Cok vitksek Sitoplazma
CARP VIII Akatalitik e Sitoplazma
CAIX Orta derece Yiiksek Transmembran
CARP X Akatahtik — Sitoplazma
CARP XI Akatalitik = Sitoplazma
CA XII Distik Yiitksek Transmembran
CA XIII Orta derece Orta - Yiiksek Sitoplazma
CA XIV Dustuik Yiksek Transmembran
CA XV Disiik Bilinmivor Membrana bagh

* pH 7,4’te orta derece, pH 8,2 veya daha yiiksekte yiiksek aktivite. _ dogal CARP proteinleri Zn(II)
icermezler, bundan dolay1 onlarin siilfonamidlere karsi afiniteleri 6l¢iilememistir.

Bébrek tubiillerinde ise ayni1 reaksiyonla Na* ve H,O geri emilimini saglamaktadir. Diger

dokularda, yine yukaridaki reaksiyonda belirtildigi gibi CO, transferini ya da H" iyonu

birikimini temin ederek hiicre i¢in gerekli ortami meydana getirir. Nitekim omurgalilarin

kan ve hiicreler aras1 sivisindaki en 6nemli bikarbonat tampon sistemidir.

Son yillarda yapilan calismalarda siilfonamid inhibitorlerinin {ire sentezini azalttigi
gosterilmistir. Bu durum, mitokondriyel CA enziminin (CA IV) sitrulin sentezi i¢in gerekli
olan HCOs3  iyonunu sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak iire devrinin

ilerlemesinde biiyiik role sahip olmasiyla agiklanabilir.

Yine iskelet kasinda CA, laktik asit-laktat dengesinde ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu
yapilan calismalarla gosterilmistir [10]. Bitki kloroplastlarindaki CA enziminin roli,
atmosferden gelen COy’nin yapraklarda HCO3™ halinde taginmasi ve daha sonra tekrar

COy’ye dontistiiriilerek fotosentezde kullanilmasi seklinde ifade edilmektedir [11]. CA’nin



18

kuvvetli bir inhibitorii olan asetazolamidin (2-asetilamino-1,3,4-tiyadiazol-5-siilfonamid)

fotosentez olayini inhibe etmesi bu ifadeyi dogrulamaktadir [12].

Sekil.2.23.> de CA ailesinin degisik izoenzimlerinin farkli dokulara dagilmis olarak
bulundugu goriilmektedir. Baz1 izoenzimler ayn1 dokuda birlikte bulundugu gibi (eritrosit
CAlve CA Il), diger baz1 dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir (membrana bagli CA
V).

Sekil 2.23. CA izoenzimlerinin dokulara dagilim1

Solunum ve akcigerler ile metabolize dokular arasindaki CO,/HCO3 doniisiimii, pH ve
CO; hemeostasi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi, glukoneogenez ve iire
sentezi (hayvanlarda), CO, bagimliligi (bazi bitkilerde ve alglerde) gibi biosentetik
reaksiyonlar bu fonksiyonlar arasindadir. Bu 6zellikleri CA enzimlerini, biyomedikal

uygulamalari olan inhibitor ve aktivatorlerin tasariminda etkili kilmaktadir.
2.2.2. Karbonik anhidraz enziminin ézellikleri

Karbonik anhidraz, 260 alt birimden (aminoasitler) olusan ve dogal hali kiirecik seklinde
kivrilmig bir protein zinciridir. Yapisinda, aktif bolge denilen reaktantlarin orada iriinlere
doniistiigi bir yarik veya cep bulunmaktadir. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin {i¢
boyutlu yapilarinda biiyiik farkliliklar gozlenmektedir. izoenzimlerinin ii¢ boyutlu
yapilarindaki farkin ¢ok belirgin olmasia karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin
hemen hemen ayni olmasi dikkat cekicidir. Sekil 2.24.°de gosterildigi gibi her bir
izoenzimin aktif bolgesi, yaklasik tetrahedral geometriye sahip kompleks yapidaki Zn®*
iyonun kataliz olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup, uzaklastiriimasiyla elde edilen

apo-CA enzimleri tam anlamiyla aktiviteden yoksundurlar.
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Sekil 2.24. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His

119) (Zn** iyonunun etrafindaki kiigiik kiireler kristal yapida immobilize olmus su

molekiillerini belirtmektedir.)

Insan eritrosit CA | ve CA Il (hnCA 1 ve hCA I1) izoenzimlerinin aminoasit dizilislerinin
tespiti, bu konudaki ¢alismalarin baslangict olmustur. Daha sonraki yillarda sigir, at,
sempanze ve rhesus maymunlarina ait CA | izoenzimleri, yine sigir, at, koyun ve tavsan
kaynakli CA |l izoenzimlerinin aminoasit dizilisleri tam olarak tayin edilmistir. Kas
izoenzimi olarak da bilinen CA 1l izoenziminin 8 aminoasit dizilisi ise insan i¢in
belirlendigi gibi sigir ve atlarda da arastirillmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, ti¢ izoenzimin
aminoasit dizilisleri ve li¢ boyutlu yapilar1 yoniinden biiylik 6l¢iide benzerlige sahip oldugu

gosterilmistir [13].

Karbonik anhidrazin sozii edilen {i¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok benzemesine ragmen
aktiviteleri agisindan faklilik gostermektedir. CA 1l izoenzimi, CA | izoenziminden 60 ile
100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik aktivitesi en yiiksek
olanidir. CA 11l ise en az aktif olan izoenzimdir ve COj-hidrataz aktivitesi CA |

izoenziminin %51 kadardir.

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklar1 28.000 D, bitki
kloroplastlarindan elde edilen ve hegzamerik bir yapiya sahip olan CA’nin ise 180.000
dalton oldugu tespit edilmistir. Bunun yami sira, insan bobreginde hiicre zarma bagl
66.000 dalton molekiil agirliginda ve yine tavsan eritrositlerinde 54.000 dalton molekiil

agirhiginda karbonik anhidraz aktivitesine sahip proteinlere rastlanmistir.
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Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasini aydinlatmayr amaclayan calismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore, CA enziminin ¢ozelti ortaminda
kararl1 olmas1 ve uygun sartlar altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi
gibi avantajli dzelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Aktif bolgede Zn?* iyonu ve ona bagli
bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Aktif bolge yakinindaki aminoasitler, proton verici

ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir.

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin yani sira
bircok dokularda H ve HCOj3™ birikimini saglayarak akiskan dengelerinin kurulmasinda

onemli rol oynamaktadir.

CA enziminin aktivitesinde, Zn?* iyonunun biiyiik 6nemi vardir. Yapilan X 1sim
kristalografi sonuglari, aCA’larda metal iyonunun bir HoO veya OH™ ve {i¢ histidin
rezidiisii (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A°
derinligindeki bir yarigin tabaninda oldugunu gostermektedir. Cinko bagli H,O, Thr199’un
hidroksil grubuyla hidrojen bag1 etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko
bagli su molekiiliiniin niikleofilligini artirmakta ve molekiil niikleofilik atak icin uygun
yerdeki CO,’ e dogru hareket etmektedir. Zn** iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla
enzimin aktif formu olusur (Sekil 2.25 A). Enzimin aktif formu, glicli niikleofilik
yapistyla CO, molekiiliine atak yapar (Sekil 2.25 B). Bu etkilesim, Zn®" iyonuna baglanmis
bikarbonat iyonunun olusmasini saglar (Sekil 2.25 C). Daha sonra, HCO3 iyonu bir su
molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye geger. Zn** iyonuna su molekiilii baglanir. Bu
durum Sekil 2.25 D’de goriildiigii gibi enzimin katalitik olarak inaktif asit formuna
dontismesini saglar. Temel formu elde etmek icin aktif bolgedeki rezidiiler ve/veya
tamponda bulunan iyonlari etkisi ile aktif bolgeden ¢evreye bir H' transferi gerceklesir.

Enzimin temel hale donmesi hiz belirleyici basamak oldugu i¢in son derece onemlidir [14].
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Sekil 2.25. Karbonik Anhidraz Enziminin CO2-Hidrataz Mekanizmasi

2.2.3. Kataliz reaksiyonlari
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Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri CA enzimi tarafindan

katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi disinda (1),

asagida

gosterildigi gibi elektrofilik bir merkeze niikleofilik ataklar igeren aldehit, piriivat ve alkil

piruvatlarin hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidroliz reaksiyonlarini

katalizlemektedir.

0=C=0+H,0<=>HCO; +H" (1)

O =C =NH + H,0 <=> H,NCOOH (2)

HN = C = NH + H,0 <=> H,NCONHj; (3)

RCHO + H,0 <=> RCH(OH), (4)

RCOOAr + H20 <=> RCOOH + ArOH (5)

RSO3Ar + H20 <=> RSO3H + ArOH (6)

ArF + H20 <=> HF + ArOH ( Ar = 2,4 dinitrofenil) (7)
PhCH,OCOCI + H,0 <=> PhCH,0H + CO, + HCI (8)
RSO,Cl + H20 <=> RSO3H + HCI (R = Me, Ph) (9)
ArOPO52 + H,0 <=>PO3% + ArOH  (10)



22

Karbonik anhidraz izoenzimleri CO, nin HCO3 a (1. reaksiyon), siyanatin karbamik asite
ve siyanamidin lireye, (2.ve 3. reaksiyonlar), aldehitlerin gem-diollere hidratasyonunu (4.
reaksiyon) geri doniisiimlii olarak katalizler. Ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit
esterlerinin hidrolizini ve hidrolitik reaksiyonlarini geri doniistimlii olarak katalizler (5-10.

reaksiyonlar).
2.2.4. Karbonik anhidraz enziminin metabolizmadaki yeri

Karbonik anhidraz enzimi, CO;’in su ile birlesmesini katalize eden enzimdir [15]. Olusan
H,COj3 kararli bir bilesik olmadigindan tamama yakin bir kismi1 iyonize olur. Enzim, H* ve
HCOj3 1 bobrekte, midede, kirmizi kan hiicrelerinde, akcigerde ve pankreasta gegisini
gerceklestirir. Viicudun bazi bolgelerinde gergeklesen bu olay goz iginde retinada, géz
hiicrelerinde ve iristeki epitel dokularda da gergeklesir. Ayni proses goz ig¢indeki korpus
siliare cisminde gériilmektedir. Gozdeki hiicrelerden Na*, HCOs  iyonlariyla hiimér akdze
tasinir. Bu olay ozmotik basingla olmaktadir. Ozmotik basincin dengesini saglamak i¢in su
molekiilleri de hiicrelerden hiimor akéze gegerler. Bu iki bolge arasinda hiimor akoz
tarafinda tretimine dayali yiikselisten kaynaklanan dengesizlik olursa (yaklasik 0.2
mikroilitre.dak *.mmHg) gz i¢i basincinda (GIB) bir yiikselme olmaktadir. Yiiksek goz
ici basinci ile ortaya ¢ikan glokom en ciddi goz hastaliklarindan biridir ve % 15 — 20
oraninda korliige neden olur [2]. Bu enzim bobrek korteksinde proksimal ve distal tiibiil
hiicrelerinin, toplayic tiibiil hiicrelerinin liimene bakan kisimlarinda konsantre olmustur.
Bobregin alkalileri tasarruf etmesini ve idrar soktiiriicii etkisiyle ekstraseliiler stvinin asit-
baz dengesinin korunmasimi saglar. Ayrica eritrositlerde, mide mukozasinda ve beyinde

bulunur [2].
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Sekil 2.26. Kan, hiicre ve liimende iyon transferi

2.2.5. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitor adi verilen bazi maddeler
tarafindan azaltilmasi veya tamamen durdurulmasidir. Bazi hastaliklarin nedeni, bir
enzimin islevini yerine getirmemesi olabilir, herhangi bir etken bir enzimi inhibe ederek
enzimin katalize ettigi kimyasal olay1 bozabilir veya bir farmakolojik ajan bir hastalig
enzim inhibisyonu iizerinden tedavi edebilir. Karbonik anhidrazlar (CA) tiim viicutta
yaygin olarak bulunan ve fizyolojik éneme sahip bir grup enzimdir. Insanda CA’in 14
izoenzimi oldugu gosterilmistir. Tip I, II ve IV gozde tespit edilmistir. Tip I ve Tip 11
hiicrelerde intrastoplazmik yerlesim gosterirken Tip IV hiicre membranlarina bagli olarak

bulunur [8]. G6z’de bulunan CA izoenzimlerinin dagilimi Cizelge 2.2°de verimistir.

Cizelge 2.2. G6z’de bulunan karbonik anhidraz izoenzimlerinin dagilimi

Kornea endoteli CA-I, CA-II

Lens CA-I, CA-ll, CA-IV
Siliyer cisim CA-II, CA-IV
Retina pigment epitelyumi CA-lI, CA-IV
Parafoveal konlar CA-II

Miiler hiicreleri CA-II
Koryokapilleris CA-II

Karbonik anhidraz (CA) inhibitorleri, goz hastaliklar1 alaninda kullanilan goz i¢i basincini
(GIB) diisiiriicii etkisi en kuvvetli ilaglar arasindadir. Géz ici sivist siliyer epitelde devaml
surette yapilmaktadir. Yapim hizit 1.8-3.4 ml/dak’dir. 1918’de Seidel aksini ispatlayana

kadar, g6z i¢i sivisinin durgun bir sivi oldugu kabul edilirdi. G6z i¢i sivisinin yapimi ve
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kimyasal kompozisyonu difiizyon, ultrafiltrasyon ve aktif transportla gerceklesir. HCO3’
iyonu goz i¢i sivisini aktif transportu igin gereklidir. CA ve HCOj3  rollleri heniiz tam
olarak bilinmese de HCOj3 yapiminin bloke edilmesi g6z i¢i sivisi yapiminin bloke
olmasina neden olur [2]. CA enzimi asagidaki reaksiyonun birinci basamagini katalizler,

ikinci basamak spontan iyon disosiasyonuyla gergeklesir.
CO; + H,O — H,CO3 — H + HCO3-

Giiniimiizde GIB’m diisiirmek igin topikal ve sistemik olmak iizere iki formda
kullanilmaktadir. Bir sistemik CA inhibitorii olan asetozolamid, ilk olarak 1954 yilinda
Becker, Grant, Trotter, Breinin ve Giirtz tarafindan glokomlu olgularda GIB’1n1 diisiirmek
amact ile kullamlmistir. 1995 yilinda ise topikal formu olan dorzolamidin GIB’in1
diisiirmek icin kullanim1 FDA (Food and Drug Administration of United States) tarafindan
onaylanmistir. Bunu takiben, 1998 yilinda bir baska topikal CA inhibitorii olan
brinzolamid kullanim alanina girmistir. Avrupa Glokom Cemiyeti, topikal CA
inhibitorlerini glokomun 1. basamak tedavisinde kullanilabilecek ilaglar arasinda

gostermektedir [16,17].

CA enziminin katalizledigi mekanizmalarin aydinlatilmasinin yani sira bu enzimin
dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlari arastirilmig, daha sonra CA
enziminin inhibitorleri ve aktivatdrlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢alismalarda
cok cesitli CA enzimi i¢in inhibitorler sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glokom,
antitimor, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik hastaliklar, pozitron emisyon tomografisi
(PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser
ve ditiretik ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA
enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok

biiyiik 6nem kazanmaktadir.

CA inhibitorlerinin iki ana sinifi bilinmektedir: Metal ile kompleks olusturan ligandlar
aromatik/ heteroaromatik siilfonamidler (Sekil 2.27 A) ve anyonlardir (Sekil 2.27 B) En
onemli CA inhibitorii olan siilfonamidler, ¢inko iyonuna tetrahedral geometride baglanir ve
siilfonamidin azot atomu Zn?* iyonu ile koordine olur. Ayrica Thr 199 ve Glu 106
rezidiileri hidrojen baglari ile inhibitériin metal iyonuna baglanmasma katilirlar.

Inhibit6riin baglanmasina bir diger katki, aromatik/heteroaromatik kismimn aktif bdlgenin
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hidrofilik ve hidrofobik rezidiileri ile etkilesimi sonucu saglanir. Anyonlar metal iyonunun
hem terahedral geometrisinde hem de trigonal-bipiramidal sekilde baglanabilirler (Sekil
2.27 B) [18].

Inorganik anyonlarda yalnizca hidrofilik baglanma s6z konusu oldugundan CA enzimi
iizerine stilfonamidler kadar gii¢lii inhibitdr gorevi iistlenemezler. Karbonik anhidrazin en
giiclli inhibitorleri aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerdir. Siilfonamidler R-SO,NH
kimyasal yapisina sahiptir. Bu formiildeki R grubu, genellikle aromatik veya

heteroaromatik halka sistemidir.
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Sekil 2.27. CA inhibisyon mekanizmasi (A-siilfonamid ile, B-SCN"ile)

Siilfonamidlerin CA enzimine baglanmas: konusundaki teorik bir ¢alismada, ilk olarak
Zn?* tek basina azot ve oksijen atomlarin ile koordine olabildigini gosterilmektedir (Sekil
2.28 a). Ikinci olarak, aktif bolgede bulunan tirozin (Thr-199) ile siilfonamid
molekiilindeki —NH grubu arasinda olusan hidrojen bagi yapiyr daha kararli hale
getirmektedir (Sekil 2.28 b). Uciincii olarak siilfonamidin oksijeni, Thr-199’un —NH grubu
ile hidrojen bagi yaparak yapiyr en kararli hale getirmektedir (Sekil 2.28 c). Elde edilen
sonuclar, siilfonamid tiirevlerinin enzim ile farkli bir sekilde Van der Waals
etkilesimlerinden dolayr Ki degerlerinde onemli fark olusturdugunu gostermistir. Zn**

iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N atomuyla, protonu ayrilmis Zn?
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iyonunun etrafinda bulunan His94, His96, His119 rezidiilerinin tetrahedral bir yapida

baglanmasi siilfonamidler i¢in ¢ok énemlidir (Sekil 2.28) [19].

CH; O CH; 20 The!®

HN O

(a) (" (c)

Sekil 2.28. Siilfonamidlerin Karbonik Anhidraz Enzimine Baglanmasi

Sistematik Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Sistematik karbonik anhidraz inhibitérler asagida verilmistir [20,21].

- Asetazolamid
- Metazolamid
- Diklorfenamid

Asetazolamid

Sekonder glokom tedavisinde kullanilan giiglii karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Konjestif
kalp yetersizligi, epilepsi ve ilaglarla olusan sekonder 6demlerin tedavisinde diger ajanlarla
birlikte yardimer olarak kullanilir. Akut yiikseklik hastaliginda semptomlarin dnlenmesi ve
iyilestirilmesinde endikedir. Ayni1 zamanda diiiretik olarak da kullanilmaktadir.
Asetazolamid siilfonamid grubu igeren bir ilagtir ve agizdan alinir. Ancak hematolojik
bozukluklar, dokiintii ve sulfanomidlere bagli baska yan etkiler ortaya ¢ikabilir. Genellikle

uzun siire kullanilmasi tavsiye edilmez.
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Sekil 2.29. Asetazolamid (5-asetamit-1,3,4-tiadiazol-2-siilfonamid)
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Metazolomid

Bobrek taslar1 ve kan diskrazilerine neden olabilir. Doz, 50-100 mg ve giinde 2 kez olarak
kullanilir. Etkisi 3 saatte baslar, 6 saatte maksimum olur ve 10-18 saat siirer. Bu ajan,
asetozolamide iyi bir alternatiftir ve daha uzun etki siiresine sahiptir. Bir stilfonamid tiirevi
ve muhtemel antineoplastik aktiviteye sahip karbonikanhidraz inhibitoriidiir. Suyun
bikarbonat ve protona hizlica doniismesini katalizler ve bikarbonat iyonlari, tiimor mikro
cevresinin asitlestirmesini siirdiirmek i¢in yardim eder ve bazi hipoksiya tlimdrlerinde

sitotoksik tedavilere kars1 direng gelistirir.
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Sekil 2.30. Metazolamid (5-asetilamino-4-1,3,4-tiodozalin-2-siilfonamid)

Diklorfenamid

Bir siilffonamid ve karbonik anhidraz inhibitéridir. Etkisi 1 saat i¢inde baslar, 3 saatte
maksimum olur ve 6-12 saat siirer. Klinik ¢aligmalar ilacin asetazolamidden daha etkili

olmadigini ve yan etkiler agisindan da farkinin bulunmadigini géstermistir.

Ci

Sekil 2.31. Diklorfenamid (4,5-diklorobenzen-1,3-disiilfonamid)

Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri

Topikal karbonik anhidraz inhibitorler asagida verilmistir [24].

- Dorzolamid

- Brinzolamid
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Dorzolamid

Topikal bir karbonik anhidraz inhibitorii olan dorzolamid, beta blokerlere direngli ya da
beta blokerlerin kontraendike oldugu hastalarda kullanilmak iizere onaylanmistir. Tek
basina veya topikal bir blokerin yaninda kullanilir. Karaciger bozuklugu olanlarda dikkatli
kullanilmalidir. Agir bobrek yetmezligi, gebelik, emzirenlerde ve hiperkloremik asidozu
olanlarda kontraendikedir. Gozde yanma, batma, kasinti, agizda aci tad, bulanik gorme,
gozlerde yasarma, konjonktivit, yiizesel punktat keratit, blefarit, anterior {iveit, gegici
miyopi, bas agrisi, sersemlik, parestezi, asteni, bulanti, dokiintii ve allerjik reaksiyonlar
(irtiker, anjio 6dem, bronkospazm dahil), {liriner sistem taslari yapma gibi yan etkilere
sahiptir. Tek basma uygulanirsa giinde li¢ kez, beta blokerle uygulanirsa giinde iki kez

damlatilir.

‘ II' 50 _ NH_

Sekil 2.32. Dorzolamid

Strahlman ve arkadaslar1 Agustos 1995’de yayimladiklar1 galismalarinda, dorzolamidi
timolol ve betaxolol ile etki ve gilivenilirlik agisindan karsilastirmiglardir. Bu karsilastirma
sonucunda tek ilag¢ olarak kullanildiklarinda dorzolamid ve betaxolol gbz i¢i basincini
diisiirmede benzer etkiye sahip ancak bu etki timololden daha az oldugu goriilmiistiir. Aym
calismada hastalarda gelisen yan etkiler degerlendirilmis ve dorzolamidi alan hastalarda en
sik sikayet edilen semptom %27’lik oranla agizda aci tad hissi vermesidir. Dorzolamidin
timolol ile kombine kullanilmast sonucu goz i¢i basincinda ortalama 4,2 mmHg ek diisiis
olmaktadir. Dorzolamid timolol ile kombine kullanilmasinda olduk¢a aditif bir etkinin
gbzlenmesi bu iki ilacin birlestirilerek kullanilmasi diisiincesini dogurmus ve timolol %0,5

ile dorzolamit %2’nin kombinasyonu 1998°de tedaviye sunulmustur [22].

Topikal karbonik anhidraz inhibitorlerinin sistemik karbonik anhidraz inhibitérleriyle
beraber kullanilmast Onerilmistir. Rosenberg ve arkadaglari 1998’de yayinladiklar
caligmalarinda sistemik asetazolamid ve topikal dorzolamid kombinasyonunun goz igi

basinci azalmasi ve hiimor akoz formasyonu tizerindeki aditif etkilerini arastirmislardir. Bu
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arastirma sonucunda topikal dorzolamid ve sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri aditif

bulunmamustir ve beraber kullanimlari 6nerilmemistir [23].

Brinzolamid

1998°’de %1°lik konsantrasyonda Azopt ticari adiyla tedaviye sunulmus bir topikal
karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Silver, Eylil 1998’de yaymladiklar1 calismalarinda
PAAG ve okiiler hipertansiyon tanili 572 hastada giinde 2 ve 3 kez uygulanan %1’lik
Brinzolamid, giinde 3 kez uygulanan %2’lik Dorzolamid ve giinde 2 kez uygulanan
%0,5’lik Timolol ile karsilastirilmistir. Hastalarin bazal ve 3 aylik tedavisi sonrasindaki
g0z ic¢i basinglart Olclilmistlir. Ortalama gbéz i¢i basincindaki azalma giinde 2 kez
Brinzolamid uygulanan hastalarda 3,8-5,6 mmHg bulunmustur. Dorzolamid
uygulananlarda 4,3-5,9 mmHg’lik ortalama bir diisiis kaydedilmistir. Bu {i¢ sonug arasinda
istatistiksel olarak bir fark saptanmamistir. Ancak Timolol uygulanan grupta, goz igi
basincindaki diistis 5,2-6,3 mmHg olarak Sl¢iilmiistiir. Bu diisiisiin diger uygulamalardan

istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir [24].

Sekil 2. 33. Brinzolamid

2.2.6. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin kullanim alanlari

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin kullanim alanlar1 su sekilde 6zetlenebilir:

1. Karbonik anhidraz inhibisyonu ak6z humériin formasyonunu azaltir ve gz i¢i basincini

diistiriir. Glokomun kronik tedavisinde kullanilir.

2. Idrarin  alkalilestirilmesi amaciyla kullanilir. Bu da asidik ilaglarla gelisen

zehirlenmelerin tedavisinde kullanilir.

3. Epilepsi tedavisinde yardimer ilag olarak kullanilir.
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4. Kronik metabolik alkalozda bikarbonat tiiketimini saglayarak asit-baz dengesini saglar.

5. Belirli bir yiikseklikte ortaya c¢ikan uykusuzluk, bas agrisi, bulanti, halsizlik, solunum
bozukluklar1 gibi bulgulara (akut dag hastaligi) karsi profilaktik olarak kullanilir.

6. Hiperkalemik periodik paralizde iiriner yolla PO,* atilimini saglarlar.
7. Siroz hastaliginda kullanilmamalidir [25].

2.2.7. Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Yan Etkileri

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin uzun siireli uygulamalardaki faydalari, sistemik yan
etkileri ve zayif uyum nedeniyle sinirlanmaktadir. Cogu vakada yan etkilerin siddeti doza
bagimlidir ve doz azaltilarak, bagka bir ila¢g kullanimina gegilerek ya da yavas salinan bir

preparat kullanilarak dnlenebilmektedir [20].

1. Parmaklarda, ellerde ve ayaklarda karincalanma hissi olur.

2. Yorgunluk, kiriklik, depresyon, kilo kaybi ve libido azalmasi gibi semptomlar
goriilebilir. Bu yiiksek serum diizeyleri ve ilaca bagli metabolik asidoz nedeniyledir.
Hastalarin % 50 sinde 2 haftalik sodyum asetat uygulamasi semptomlarin gerilemesini

saglamistir.

3. Gastrointestinal semptomlar, gastrik irritasyon, abdominal kramplar, diyare, bulanti ve

kusma ile karakterizedir.

4. Renal taglar, steven jhonsen sendromu, kemik iligi depresyonu ve gegici miyopi gibi

cesitli yan etkileri vardir.
5. Kanda CO; birikimini artirdigindan dolay1 kullanimina dikkat edilmelidir.

6. Sistematik olarak verildiklerinde akut glokomlarin kisa siireli tedavisinde fayda
saglasalar da uzun siireli kullanim1 uygun degildir. Uzun siireli kullanim genellikle
yiiksek gorme kaybi riski tasiyan hastalar i¢indir. Miyotiklerle kombine edildiklerinde
gayet iyi ilave etki olustururlar [26].
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2.3. Kaynak Arastirmasi

Melina Mondelli ve arkadaglart, siilfonamid tiirevi olan siilfisoksazol ve siilfapridinin
Ni(Il) komplekslerininin S. aureus ve E. Coli’ ye kars1 aktif, M. Tuberculosis e kars1 aktif
olmadigini belirtmistir [27].

a b
H,N —@— SO,NH o
II \|N NHz—Q SO,NH —©
H,;C CH,
siilfapiridin
siilfisoksazol

Sekil 2.34. Siilfisoksazol ve stilfapridin Yapist
Kraatz ve arkadaslari, sillfonamid tiirevi bilesigin (SU6656) protein kinaz enzimine karsi

inhibisyon etkisini elektrokimyasal yontemlerle incelemis ve bazi aromatik bilesiklerin

enzim aktivitesi ile karsilastirmistir.
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Silva ve arkadaglari, silfonamidlerin SOD mimetik aktivitesinden dolay1 koordinasyon
kimyasindaki 6neminin arttigin1 belirtmistir. SOD aktivitesi, reaktif oksijen tiirlerine
(hidroksil, singlet oksijen, siiperoksit anyonu gibi) kars1 siilfonamid-metal komplekslerinin
terapetik ajan olarak kullanimint miimkiin kilmistir. Bu gruba giren metaloproteazlarin
(MMPs) antitiimor 6zelligi bilinmektedir. Cok sayidaki siilfonamid-MMPs inhibitorleri,
antitimdr ve enzim inhibitér O6zelliginin yani1 sira kuvvetli inflamatuvar olarak da
kullanilmaktadir. Bakir komplekslerinin kanserli hiicrelerde segici proteazom inihbitorleri

olarak biyolojik etkinlik gosterdigi belirtilmistir [28].
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Giizel ve arkadaglari, 2-(hydrazinocarbonyl)-3-substitutedphenyl-1H-indole-5-sulfonamid
tiirevi bilesikleri sentezlemis ve insan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA) iizerindeki
inhibisyon etkilerini incelemistir. Bilesikler igerisinde 2-(hydrazinocarbonyl)-3-phenyl-1H-
indole-5-sulfonamidin diisiik derisimlerde (7.2-7.5 nM) hCA | ve hCA II’ ye kars1 oldukga
iyi, CA VII, CA IX, CA XII ve CA XIV’ye kars1 orta ve diger izoenzimlere karsi zayif
inhibitér etki gostermesi, klinik c¢aligmalarda CA 1 ve CA Il’ye karst segiciligini

saglamstir.

X 1gm1 kirinimi yontemine gore siilfonamid (R:-H) bilesiginin hCA 1l izoenziminin aktif
bolgeleri ile selatasyonu Sekil 2.35’de verilmektedir. Siilfonamid ligandinin NH-SO;
grubu Thr99 daki NH ve OH aktif uglar1 ile H bagi yaparak baglanmaktadir. Benzer
sekilde ligandin C=0 ve NH; grubu enzimin amino asit yapisindaki aktif bolgelere (Asn62
ve Asn67) H bagi ile baglanmaktadir. Molekiiller arasindaki van der waals etkilesimleri
siilfonamidlerin  enzim gukurlarina kuvvetlice baglanmasim saglamaktadir. Ilag
tasariminda, enzim aktif bolgesinin hidrofobik kismina ligandin fenil grubu

slibstiitientleriyle birlikte yerlesmesi yapi-aktivite iligkisini ilging kilmaktadir. [29].
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Sekil 2.35. X 1sm1 kirmimi yontemine gore siilfonamid (R:-H) bilesiginin hCA |l
izoenzimine kars1 aktif baglanma bolgeleri

Kremer ve arkadaslari, heterosiklik siilfonamid ve Cu(Il) komplekslerinin siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimine karsi inhibisyon etkisini incelemistir. Serbest siilfonamidlerin
ozellikle de iyonik formlarinin pKa’st ve lipofilik o6zellikleri biyolojik aktiviteyi

etkilemektedir.
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Siilfonamidlerin iyonik formlari aktif antibakteryel tiirlerdir. Iyonik siilfonamid hiicre
zarindan girmesine ragmen diisiik yag coziiniirliiglinden dolay1 yag tabakasindan hiicre
icine etkili bir sekilde gegemez. Diger taraftan molekiiler formu yiiksek yag ¢oziintirliigline
sahiptir, fakat hiicre iginde iyonlastigi i¢in yiiksek aktivite gosteremez. Cowles ve
Brueckner siilfonamidlerin bakteri igerisine molekiiler formda girdigini, ancak hiicre

icerisindeki antibakteriyel aktifligi iyonik formun sagladigini belirtmistir [30].

Bulut ve arkadaslari; asetazolamidin Cu(ll), Ni(Il) ve V(V) komplekslerinin karbonik
anhidraz | (CA I) e kars1 inhibisyon etkisini kare dalga ve doniisiimlii voltametri yontemi
ile incelemistir. Asetazolamid, goz tansiyonu ve epilepsi tedavisinde kullaniminin yan sira
diiiretik olarak da kullanilmaktadir. Metal iyonlarmin siilfonamid igerikli ilaglarin

biyokimyasal aktivitesinde dnemli rolii vardir. Kemoterapik ajan olarak kullanimi ve diisiik
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toksitiye sahip olmasi yeni kullanim alanlar1 dogurmustur. Metal iyonlarinin baglanma
tirleri ilaglarin redoks 6zellkleri iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Bu ¢alismada da metal
komplekslerinin  ligandlarindan  daha aktif oldugunu belirlemislerdir.  Cu(Il)
komplekslerinin doniistimlii voltamogramlarinda Cu(lIl) ye ait indirgenme pikleri -0,262 V
ve -0,434 V da gozlenmistir [31].

Alagesan ve arkadaslari, 2-asetilpiridinbenzilhidrazon (L1) ve 2-asetilpiridintiyofen-2-
karboksilikasithidrazon (L;) un [CuCl,(DMSO),] ile metal komplekslerini sentezlemis ve
yapilarini X-1s1m1 kirinimi yontemi ile aydinlatmistir. Cu(Il) komplekslerinin kare piramit
geometriye sahip oldugu belirtilmistir. Ligandlarin ve Cu(ll) komplekslerinin DNA
sarmalinin arasimna girerek (interkelasyon) DNA y1 etkiledigi, bakir komplekslerinin

serbest liganda gore sigir serum albuminine daha kuvvetli baglandig belirtilmistir [32].
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Sekil 2.36. Cu(Il) komplekslerinin DNA Tle Etkilesimi

Kanser ilaglarima karsi ilag direncinin artmasit veya yan etkilerin fazla olmasi tedavi
stirecine ragmen diinyada biiyiik miktarda 6liimlere neden olmaktadir. Metal igerikli yeni
ilaglarin bulunmas ilag sanayinde gelismeler saglamistir. Ciinkii metal kompleksleri etkin
bir sekilde DNA ya baglanmakta ve sarmali agmaktadir. Cis-platin kompleksi diinyada
bilinen en basarili ilaglardan biridir. Ancak yan etkilerinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle
minimum doz igerikli protokoller hazirlanmakta, bu durmda ise kanserli hiicrelere karsi
aktifligi kaybolmakta ve ikincil kanser (metastaz) olusmaktadir [33]. Cis-platin
komplekslerinin yerine alternatif yeni komplekslerin kesfi i¢in ¢esitli metal kompeksleri
sentezlenmis ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Bakir komplekslerinin kanserli hiicre
zarindan se¢imli gecisi [34] ve DNA sarmalinin agilimindaki aktif rolii kanser

kemoterapisinde yeni metal igerikli ilaglarin 6neminin fark edilmesini saglamistir [35-37].
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Diger taraftan, proteinler de antikanser ajanlarin etkinligini gosterdigi hedef molekiillerden
biridir. Aromatik halka iceren bilesiklerin etkilesimleri protein stabilizasyonu ve ¢esitli
diizenleyici islemler i¢in olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda, aromatik halkanin ¢esitliligi ve
diizlemselligi, DNA veya proteine baglanma ve gegis metali komplekslerinin sitotostik

etkisi gibi konulara yogun bir sekilde ilgi duyulmaktadir [38-42].

Rahim kanseri diinyada kadinlar arasinda en yaygin ikinci kanser tiirdiir. Her yil yaklagik
500 000 kisi tedavi gérmekte ve cis-platinin yan etkilerinden dolayi1 kanserli hiicreleri
oldiiren yeni hidrazon metal komplekslerinin sentezine ihtiya¢ duyulmustur. Biyolojik aktif
olan kare piramidal geometriye sahip Cu-hidrazon komplekslerinin siibstiitie gruplari
degistikge kanserli hiicrelere baglanmasi da degismekte ve yiiksek sitotostik etki
gostermektedir. Cu(Il) komplekslerinin HeLa, PANCI1, EAC ve DAL kanser hiicre

tiirlerine kars1 cis-platinden daha iyi antikanser aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [43].

Rami ve Arkadaslari; Klinik kullanimi olan CA 1 inhibitorlerinin (asetazolamid AZA,
metazolamid MZA, etokzolamid EZA ve sakarin SAC) metal komplekslerinin siilfonamid
ligandlarindan 10-100 kati daha aktif odugunu belirtmistir. Metal kompleksleri sulu
cozeltide kararli degildir ve iyonlarma ayrisir. Olusan siilfonamidat anyonu enzim
cukurundaki aktif bolgeler ile birlikte enzim yapisindaki Zn(Il) ya baglanirken metal
katyonu enzimin aktif bdlgelerinin yani1 sira His 64 (CA 1l de) ve His 200 (CA | de)

ucuna baglanir.
o
EtO s/‘\sozm—l2
EZA N—N
4 b
CH3CONH"j\S)\so:,NH2
o
=
| T e
/ S
o "o H3C\
sSAC RN
\
CHBCON';:J\S)\SOENHz
H_N \ 7 SO_NH,, MZA
sA

Sekil 2.37. Asetazolamid, Metazolamid, Etokzolamid, Sakarin Yapilari

Aynm1  calismada, poliamino-polikarboksilamido  aromatik/heterosiklik  siilfonamid
bilesiklerini ve Cu(Il) kompleksleri sentezlenmis, CA |, CA Il, CA IX ve CA XIlI
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izoenzimlerine Karsi inhibisyon etkileri incelenmistir. Cu(ll) kompleksleri sitosolik CA 1
ve CA 1II inhibitorii, ayrica transmembran CA X ve CA XII inhibitori olarak
davranmaktadir. Baz1 Cu(Il) komplekslerinin ¢ok diisiik derisimlerde CA 1X, CA Xll
izoenzimlerine kars1 duyarligi ve segiciliginden dolayr PET tiimor belirteci olarak

kullanilabilecegi 6ngorillmustiir [44-47].

llies ve arkadaglari, silfonamidlerin  metal komplekslerinin asir1  gastrik asit
salgilanmasinda Onleyici etkisi oldugunu ve tedavi edici farmokolojik ajan olarak
kullanilabilecegini ileri siirmiistiir. Bu ¢alismada asetazolamid, metazolamid, ethoxzalamid
ve benzolamid gibi bazi ticari CA inhibitorleri antasit olarak deney hayvanlar {izerinde
denenmistir. Klinik olarak kullanilan siilfonamid tiirevi karbonik anhidraz (CA)
inhibitorlerinin ¢inko, magnezyum, aliiminyum ve bakir kompleksleri {i¢ giin boyunca
giinde 2x2500 mg verildiginde kronik mide fistiilii olan kopeklerde mide asidi ve gastrik
asit salgilama parametrelerinin biiyiik ol¢iide azaldig1 gézlenmistir. Gastrik asit salgilama
dengesizlikleri i¢in tedavi segenekleri olarak (tek basina veya diger ilaglarla birlikte
kombine halinde) siilfonamidlerin metal kompleksleri umut vaad eden sonuglar

gostermistir [48].

Briganti ve arkadaglari; asetazolamid, metazolamid, ethokzolamid, benzolamid,
dorzolamid ve klorozolamid inhibitorlerinin ve bazi gecis metali komplekslerinin CA 1,
CA II, CA IV izoenzimlerine karsi enzim inhibisyon 06zelliklerini incelemistir.
Klorazolamidin %1-2 oraninda farelerin gbz tansiyonunu disiirmesine karsin metal
komplekslerinin ¢ok daha etkili oldugunu ozellikle de Mg(lIl), Zn(1l), Mn(I1), Cu(ll)
komplekslerinin CA Il enzimini % 99.5-99.9 oraninda inhibe ettigi belirlemistir.
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Sekil 2.38. CA I, CA 1l, CA 1V izoenzimlerine karst enzim inhibisyon 6zellikleri incelenen
baz1 gecis metali kompleksleri

1,4,4-thidiazole-2-sulfonamid  tiirevlerinin  goz tansiyonuna karsi  (antiglukom)
kullaniminin yan1 sira ditiretik etkilerinin oldugu da bilinmektedir. Bu ilaglarin onciisii olan
asetazolamid diiiretik, antiglukom, antiepileptik ve antiiilser olarak klinik tipta 45 yildan
daha uzun bir siiredir etkin olarak  kullanilmaktadir.  Asetazolamid ve
aromatik/heteroaromatik siilfonamidler biyolojik etkinliklerinden dolay1 ¢esitli fizyolojik
caligmalarda tan1 amag¢li NMR goriintiileme ve pozitron emisyon tomografi (PET) de
kullanilmaktadir. Stilfonamidlerin metal komplekslerinin siilfonamidat ve metal iyonlarina

ayrigmasiin CA inhibitor 6zelligini artirdigi belirtilmistir [49].

Hassan ve Arkadaslari, bazi aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerin ve metal
komplekslerinin CA 1, CA 1l ve CA IV izoenzimlerine karsi enzim aktivitesini
incelemigtir. Cu(ll) ve Co(ll) kompleksleri CA Il ve CA IV e kars1 yiiksek aktivite
gostermis ve ICso degerleri 15-108 nM olarak hesaplanmistir. Bu tiir bilesiklerin karbonik
anhidraz enzimine karsi inhibisyon aktivitesinin yani sira antibakteriyel, diiiretik,
hipoglisemik ve antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, AIDS ve HIV
enfeksiyonlarina kars1 aspartik HIV proteaz enzim inhibitorii olarak da kullanilabilecegi

belirtilmistir [50-52].
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Kimyasal Maddeler

Bu calismada, hidrazin monohidrat, metansiilfonilklorir, 2-asetilfuran, 2-furfural, 5-nitro-
furfural ve bakir(Il) kloriir kimyasallar1 Aldrich marka, ¢oziicliler ise analitik saflikta

olmak iizere Merck marka olarak temin edilmistir.
3.2. Yap1 Analizlerinde Kullanilan Cihazlar

Element analizi Leco CHNS-932 cihazi ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvarlarindan alinmistir. *H-*C NMR spektrumlart bolimiimiizdeki 400
MHz lik Bruker-Spectrospin Avance DPX - 400 Ultra-Shield cihazlari ile alinmigtir. LC-
MS(ES) spektrumlar1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde LCT Premier XE
UPLC/MS-TOF sistemi ile yapilmistir. FT-IR spektrumlar1 bolimiimiizdeki Mattson-1000
Model FT-IR spektrofotometresi ile 4000-400 cm™ araliginda, UV-vis spektrumlari
UNICAM-UV 2-100 model spektrofotometresi ile 200-1100 cm™ arahiginda alinmustir. 5-
Brsalmsh bilesigine ait 0,100 mm x 0,100 mm x 0,300 mm boyutlarinaki parlak dikdortgen
kristalin X-1s1m1 kristalografik analizi, grafit monokromatér bagli Bruker D8 Venture
sistemi ile yapilmigtir. Komplekslerin iletkenlikleri boliimiimiizde bulunan Orion 5 Star
marka multimeter cihazi ile metanolde hazirlanan (20 OC’de) 1x10° M lik 25 mL ¢ozeltileri
kullanilarak yapilmistir. Komplekslerin TGA egrileri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizik
boliimiinde bulunan Perkin Elmer Pyrisi 6 cihazi ile alinmistir. Termal ¢alismada, azot
atmosferi kullamlmis ve egriler 25-300 °C arahiginda alinmustir. Ayrica Cu(ll)
komplekslerinin manyetik duyarlilik 6lgiimlerinin alinmasinda boliimiimiizde bulunan
Sherwood Scientific MKI model Evans terazisi kullamilmistir. Ligandlarin ve
komplekslerin erime noktast boliimiimiizdeki Electrothermal IA marka erime noktasi tayin
cihazi ile ol¢iilmiistiir. Biitlin doniisiimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri
(DPV) calismalarinda, boliimiimiizde bulunan {i¢ elektrot sistemli hiicre standina sahip

CHI 660B elektrokimyasal analiz cihazi kullanilmistir.



40



41

4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Metan Siilfonik Asit Hidrazit (msh) Sentezi

Metan stilfonil hidrazit (msh) bilinen yontemlerle sentezlenmistir [53]. 22,5 g (0,45 mol)
hidrazin mono hidrat 11mL etanolde ¢oziilerek su banyosunda 10 °C de karistirilir ve
iizerine 20,6 g (0,18 mol) metan siilfonik kloriiriin 11mL etanoldeki ¢ozeltisi 1,5 saat
boyunca damla damla ilave edilir. Metil siilfonil hidrazit (msh) olusum tepkimesi
ekzotermiktir ve tepkime sirasinda buz ilavesi yapilarak sicakligin yaklasik 10 °C de

kalmasi saglanir.

Tepkime denklemi sdyledir:

ol MHs

I
' CoH.OH  Hp

0
HoN—NH, H0 + D’;Sﬁ“o ~g#% 4 HCl + Hy0
CHs

10 °C I " CHs
]

Tepkime tamamlandiktan sonra yarim saat daha karistirilir ve viskos bir ¢ozelti elde edilir.
Etanoliin fazlas1 homojen bir ¢ozelti elde edilinceye kadar doner buharlastirici kullanilarak
geri alinir. Tepkimeye girmemis hidrazin hidratin fazlasini su fazina almak i¢in ¢6zeltinin
pH s1 5 oluncaya kadar % 50’lik fosforik asit ilave edilir. Suda ¢6ziinmiis olarak bulunan
{iriinii eter fazina almak igin 7 giin boyunca siirekli ekstraksiyon yapilir. Uriin igeren eter
cozeltisindeki eterin fazlas1 doner buharlastiricida geri alinir. Elde edilen sar1 renkli viskos
cozelti derin dondurucuda ii¢ giin bekletilir ve ¢dken ham iiriin etilasetattan iki kez
kristallendirilir. Olusan igne seklindeki renksiz kristaller etil asetat ve eter ile yikanarak

vakum desikatoriinde kurutulur.

Erime Noktast: 35-37 °C, Verim: %50
Bilesigin kapali formiilii: C1HgN,0,S (Ma= 110,13 g/mol)

4.2. Ligandlarin Sentezi

Baz1 yeni aromatik siilfonilhidrazonlar; 3,5ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonil
hidrazon (3,5-tbsalmsh), 3-tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh) ve

5-bromo salisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh) sentezlenmistir.
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4.2.1. 3,5-Ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) sentezi

100 mL’ lik tek boyunlu balon igerisindeki 2.5 g (23 mmol) metan sulfonik asit hidrazit
(msh) bilesigi 50 mL metanolde ¢oziiliir. Cozelti 1sitilarak karistirilirken 30 mL metanolde
¢oziinmiis 7,98 g (34 mmol) 3,5-diterbutilsalisilaldehit ¢6zeltisi damla damla ilave edilir.
Yaklasik 40 °C sicaklikta geri sogutucu altinda giin boyunca karigtirmaya devam edilir.
(Cozelti behere alinir, hacmi yariya inene kadar isitilir ve kristallenmeye birakilir. Yaklagik
bir hafta icerisinde olusan sar1 renkli kristaller 30 mL etilasetat igerisinde 1sitilarak ¢oziiliir,
sicak sicak siiziiliir ve yeniden kristallendirilir. Olusan renkli kristaller etil asetat ve eter ile

yikanarak 50 °C de etiivde kurutulur. Tepkime denklemi asagida verilmektedir:

CH H
H.C 3 HaC CH3 H H
H 3 3 Lo
| O X /N\S//
N_ O HsC MeOH H;C N S
H2N/ \S\ + - > (l:HO
o oH  40°C oH 3
CHj
Hyc”] O HyC ] CHs
CH; 7 CH,

Sekil 4.1. 3,5-tbsalmsh bilesiginin sentezi

Erime Noktasi: 148 °C, Verim; % 78, A=240 nm, 345 nm
Bilesigin kapali formiilii: C16H26N203S (Ma=326 g/mol)

4.2.2. 3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh)

100 mL’ lik tek boyunlu balon igerisindeki 2.5 g (23 mmol) metan sulfonik asit hidrazit
(msh) bilesigi 50 mL metanolde ¢oziiliir. Cozelti 1sitilarak karistirilirken 30 mL metanolde
¢oziinmiis 6.06 g (34 mmol) 3-tertbutilsalisilaldehit ¢ozeltisi damla damla ilave edilir.
Yaklasik 40 °C sicaklikta geri sogutucu altinda giin boyunca karistirmaya devam edilir.
Cozelti behere alinir, hacmi yariya inene kadar 1sitilir ve kristallenmeye birakilir. Yaklasik
bir hafta i¢erisinde olusan sar1 renkli kristaller 30 mL etilasetat igerisinde 1sitilarak ¢oziiliir,
sicak sicak siiziilir ve yeniden kristallendirilir. Olusan beyaz-krem renkli kristaller etil
asetat ve eter ile yikanarak 50 °C de etiivde kurutulur. Tepkime denklemi asagida

verilmektedir:
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H H ITI
i o) S Neg??
NG MeOH N Sx
HNT oSS oc &ny
i H(3) OH 40 °C OH 3
H;C CHj3 H:C CH;
CHj; 3T CH,

Sekil 4.2. 3-tbsalmsh bilesiginin sentezi

Erime Noktast: 175-176 °C, Verim; % 72, ,=245 nm, 315 nm
Bilesigin kapali formiilii: : C12H1g8N2,03S (Ma=270 g/mol)

4.2.3. 5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh)

100 mL’ lik tek boyunlu balon igerisindeki 2.5 g (0,023 mol) metan sulfonik asit hidrazit
(msh) bilesigi 50 mL metanolde ¢oziiliir. Cozelti 1sitilarak karistirilirken 30 mL metanolde
¢ozlinmiis 6,85 g (0.034 mol ) 5-bromosalisilaldehit ¢ozeltisi damla damla ilave edilir.
Yaklasik 40 °C sicaklikta geri sogutucu altinda giin boyunca karigtirmaya devam edilir.
(Cozelti behere alinir, hacmi yariya inene kadar 1sitilir ve kristallenmeye birakilir. Yaklagik
bir hafta igerisinde olusan sar1 renkli kristaller 30 mL etilasetat igerisinde 1sitilarak ¢oziiliir,
sicak sicak siiziiliir ve yeniden kristallendirilir. Olusan sar1 renkli Kkristaller etil asetat ve

eter ile yikanarak 50 °C de etiivde kurutulur. Tepkime denklemi asagida verilmektedir:

H H III
B
III 3 o Br e /N\ //O
N /O MeOH N s%
HNT S oc EHS
éH? OH 40 °C OH 3

Sekil 4.3. 5-Brsalmsh bilesiginin sentezi

Erime Noktasi: 184 °C, Verim; % 67, A=245 nm, 310 nm
Bilesigin kapali formiilii: CgHgN,O3SBr (Ma=293 g/mol)
Teorik (%) :C 32.60; H 3.06; N 9.52; S 10.88
Deneysel (%) : C 32.00; H2.97; N 9.34; S9.30

4.3. Komplekslerin Sentezi

Bazi yeni aromatik siilfonilhidrazon bakir(Il) kompleksleri; Sodyum  bis(3,5-
ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(l1l) monohidrat (3,5-tbsalmshCu),
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sodyum bis(3-ditersiyerbutilsalisilaldehit metansiilfonil hidrazon) bakir(Il) (3-tbsalmshCu)
ve sodyum  bis(5-bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(Il)  trihidrat  (5-
BrsalmshCu) sentezlenmistir [54-55].

4.3.1. Sodyum bis (3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)klorobakir
(1) monohidrat (3,5-tbsalmshCu) sentezi

100 mL’lik bir balon igerisindeki 0,350 g (1.074 mmol) 3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehit
metanstilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) ligandi 50 mL metanolde isitilarak ¢oziiliir ve
tizerine 10 mL metanolde ¢6ziinmiis 0.043 g (1.070 mmol) NaOH ilave edilerek
karigtirmaya devam edilir. Daha sonra 10 mL metanolde ¢oziinmiis yesil renkli 0,092 g
(0.534 mmol) CuCl,.H,0 ¢ozeltisi damla damla ilave edilerek yaklasik 40 °C sicaklikta
geri sogutucu altinda 2 giin boyunca karistirmaya devam edilir. Cozelti behere alinir,
hacmi yariya inene kadar 1sitilir ve kristallenmeye birakilir. Olusan renkli kristaller 30 mL
metil alkol igerisinde 1sitilarak ¢oziiliir, sicak sicak siiziiliir ve igerisine yaklasik 10 mL etil
asetat ilave edilerek oda kosullarinda yeniden kristallendirilir, eter ile yikanir ve 50 °C de

etiivde kurutulur.

CH, H H
H,C | o
N
e NN NaOH ‘
; o CHy
| MeOH O
2 CHy 4 CuClx2H,0 ————» Na o, |xHy
on 40°C
H,C
CH,
CH,4
— H;C CHL

Sekil 4.4. 3,5-tbsalmshCu bilesiginin sentezi

Erime Noktast = 104-106 °C, Verim; %63
Bilesigin kapali formiilii: Na[Cu(C1s H26N203S),Cl ]xH20 (Ma: 792 g/mol)
te= 1.96 BM; A= 245 nm, 385 nm; Anm=80,3 ohm™.cm?.mol™ (1:1 elektrolit)

4.3.2. Sodyum bis(3-tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)klorobakar (11)

(3-tbsalmshCu) sentezi

100 mL’lik bir balon igerisindeki 0,35 g (1.296 mmol) 3-tersiyerbutilsalisilaldehit

metansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh) ligandi 50 mL metanolde 1sitilarak ¢oziiliir ve tizerine
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10 mL metanolde ¢oziinmiis 0.043 g (1.070 mmol) NaOH ilave edilerek karistirmaya
devam edilir. Daha sonra 10 mL metanolde ¢oziinmiis yesil renkli 0,110 g (0.648 mmol)
CuCly.H,0 g¢ozeltisi damla damla ilave edilerek yaklasik 40 °C sicaklikta geri sogutucu
altinda 2 giin boyunca karistirmaya devam edilir. Cozelti behere alinir, hacmi yariya inene
kadar 1sitilir ve kristallenmeye birakilir. Olusan renkli kristaller 30 mL metil alkol
icerisinde 1sitilarak ¢oziiliir, sicak sicak siiziiliir ve igerisine yaklasik 10 mL etil asetat ilave

edilerek oda kosullarinda yeniden kristallendirilir, eter ile yikanir ve 50 °C de etiivde

kurutulur.
H H
O
S PL NG NaOH
5 N \S\O MecOH CH,
L2+ CuCLx2H,0 ——— Na cn,
oH 3 40 °C

CH,4
CH,

H,C

Sekil 4.5. 3-tbsalmshCu bilesiginin sentezi

Erime Noktasi = > 300 °C, Verim; %55
Bilesigin kapali formiilii: Na[Cu(C12 H1gsN203S), ClI] (Ma: 662 g/mol)
te= 1.87 BM; A=240 nm, 375 nm; An=71.4 ohm™.cm?mol™ (1:1 elektrolit)

4.3.3. Sodyum bis (5-bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)klorobakir(IT)
trihidrat (5-BrsalmshCu) sentezi

100 mL’lik bir balon igerisindeki 0,35 g (1.195 mmol) 5-bromosalisilaldehitmetansiilfonil
hidrazon (5-Brsalmsh) ligandi 50 mL metanolde isitilarak ¢oziiliir ve {izerine 10 mL
metanolde ¢oziinmiis 0,043 g (1,070 mmol) NaOH ilave edilerek karistirmaya devam
edilir. Daha sonra 10 mL metanolde ¢6ziinmiis yesil renkli 0,102 g (0,598 mmol)
CuCly.H20 ¢ozeltisi damla damla ilave edilerek yaklasik 40 °C sicaklikta geri sogutucu
altinda 2 giin boyunca karistirmaya devam edilir. Cozelti behere alinir, hacmi yariya inene
kadar sitilir ve kristallenmeye birakilir. Olusan renkli kristaller 30 mL metil alkol
icerisinde 1sitilarak ¢oziiliir, sicak sicak siiziiliir ve icerisine yaklasik 10 mL etil asetat ilave
edilerek oda kosullarinda yeniden kristallendirilir, eter ile yikanir ve 50 °C de etiivde

kurutulur.
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Sekil 4.6. 5-BrsalmshCu bilesiginin sentezi

Erime Noktasi = 254-256 °C, Verim; %58
Bilesigin kapali formiilii: Na[Cu(CgHgN203SBr),CI1x3H,0 (Ma: 762 g/mol)
te= 1.79 BM; A= 245 nm, 370 nm, 745 nm; An=58.6 ohm™.cm®mol™ (1:1 elektrolit)

4.4. Karbonik Anhidraz I (CA 1) Enzim Aktivitesinin Spektrofotometrik Tayini

Yeni aromatik stilfonilhidrazonlarin (3,5-tbsalmsh, 3-tbsalmsh, 5-Brsalmsh) ve Cu(ll)
komplekslerinin (3,5-tbsalmshCu, 3-tbsalmshCu, 5-BrsalmshCu) karbonik anhidraz |

izoenzimine (hCA I) karsi inhibitor etkisi spektrofotometrik yontemle incelenmistir.
4.4.1. Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidraz I izoenzimi (hCA 1)’ nin esteraz aktivitesine sahip olmasi
esasina dayanmaktadir. Karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati, p-
nitrofenolat’a hidroliz etmekte ve UV-vis spektrofotometresinde 400 nm dalga boyunda

absorpsiyon bandi vermektedir. Hidroliz tepkimesi asagida verilmistir.

)
I CA
O2N O—C—CH; + H,0 === O:N OH + CH3;COOH

p-Nitrofenil asetat (substrat)’in 3 mM stok ¢ozeltisi kullanilarak 0,3 mM; 0,6 mM; 1,0 mM

ve 3,0 mM’ lik 4 farkli derisimdeki giinliik ¢ozeltileri hazirlanir, her bir substrat ¢ozeltisi
icine pH=7,4 ayarli 0,05 M Tris—SO, tamponu eklenir ve absorbans 400 nm olarak
belirlenir. Daha sonra ¢ozeltinin igerisine 0,1 mL enzim ilavesiyle tepkime baslatilir ve
tekrar absorbansi Olciiliir. Son olarak sentezlenen siilfonilhidrazonlarin ve Cu(Il)

komplekslerinin ortama ilavesiyle absorbans degisimleri gozlenir. Siilfonilhidrazon
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inhibitorlerinin hCA | izoenzimi izerindeki inhibisyon etkilerini belirlemek i¢in 1 mM

substrat derisimlerinde IC50p (%50 inhibisyona neden olan inhibitér derisimi) ve Ki

degerleri hesaplanir. Referans inhibitor olarak Asetazolamid (N-(5-(aminosulfonil)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)-asetamid) kullanilmis ve benzer 6lgtimler yapilmistir [56].

4.4.2. Tris—=SO, hazirlanmasi

6,055 g tris 950 mL destile suda ¢oziiliir, IM H,SO, ile pH=7,4 e kadar titre edilir ve

toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.
4.4.3. Karbonik anhidraz I (hCA I) i¢in ICs; degerin belirlenmesi

Substrat (p-nitrofenilasetat) derisimi sabit tutularak (3mM), 4 farkli inhibitor derigimi
(1x102, 1x10%, 1x10™, 1x10°M) i¢in yiizde aktivite grafigi ¢izilir ve %50 inhibisyona
sebep olan inhibit6r derisimi (ICsp) hesaplanir [57].

4.4.4. Karbonik anhidraz | (hCA 1) i¢in K; degerinin belirlenmesi

Inhibitrsiiz ve inhibitdrlii (siilfonilhidrazonlar ve Cu(II) kompleksleri) ortamda 4 farkli
substrat derisiminde aktiviteler belirlenir. Bu amagla, 3 mM p-nitrofenilasetat stok
cozeltisinden kuartz kiivetlere 4 farkli derisim igin substrat ilavesi yapilir. Kiivetlerdeki
¢ozeltinin toplam hacmi 3 ml olacak sekilde inhibitdr ¢ozeltisi, 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4)
tampon ¢ozeltisi ve tamponlanmis enzim ¢o6zeltisi ilave edilir. Daha sonra 400 nm de her
bir kiivet i¢in kore (inhibitdrsiiz ortam) karsi absorbans degerleri Olciiliir. Absorbans
degerleri kullanilan aktivite birimi (reaksiyon hizi) L.s/mol cinsinden hesaplanir. Biitiin
inhibitorler i¢in 4 farkli inhibitor ve substrat derisiminde elde edilen aktivite sonuglari
kullanilarak 1/V — 1/S degerleri hesaplanir. Lineweaver Burk grafigi ¢izilerek Km degeri
tespit edilir. Km ve 1Csq degerlerinden yola ¢ikilarak Cheng-Prusoff esitligiyle Ki degerleri
hesaplanir [58].

4.5. Karbonik Anhidraz | (CA 1) Enzim Aktivitesinin Elektrokimyasal Tayini

Yeni aromatik stilfonilhidrazonlarin (3,5-tbsalmsh, 3-tbsalmsh, 5-Brsalmsh) ve Cu(ll)
komplekslerinin (3,5-tbsalmshCu, 3-tbsalmshCu, 5-BrsalmshCu) karbonik anhidraz |
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izoenzimine (hCA I) karsi inhibitor etkisi doniisiimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls

voltametri (DPV) yontemleri ile elektrokimyasal olarak incelenmistir.

Calisma elektrodu olarak 3 mm ¢apinda BAS MF-2012 model GC elektrodu, referans
elektrot olarak sulu ortamlarda Ag/AgCl/KCI (doy.) referans elektrodu kullanilirken, susuz
ortamlarda Ag/AgNOs; (0,01 M olacak sekilde, 0,1 M TBATFB/MeCN igerisinde
hazirlanmis) elektrodu ve Karsit elektrot olarak da Pt tel kullanilmistir. Elektrotlarin
temizligi ve parlatma isleminde, ilk olarak GC elektrodun yiizeyi P-4000 zimpara kagidi
ile zimparalanmis, daha sonra 0,05 um tanecik boyutuna sahip aliimina siispansiyonlari ile
elektrot dairesel hareketlerle temizlenmistir. Yiizeyi parlatilmis GC elektrot, ultra saf su ve
izopropil alkol/asetonitril ¢ozeltilerinin 1:1 (v/v) karisiminda ultrasonik banyoda 10’ar
dakika bekletilmis ve tekrar asetonitril ¢ozeltisinden gegirilerek kullanilmustir. Inhibitérler
0,1 M tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBATFB) iceren asetonitril ¢ozeltisinde 1x1072
M stok ¢ozelti olacak sekilde hazirlanmistir. Diger derisimlerdeki inhibitor ¢ozeltileri stok

cozeltiden seyreltilerek hazirlanmgtir.

Cizelge 4.1. Bilesiklere ait deneysel sonuglar

M
) % e.n. et A (ohm™.cm?.
Sembol Kapali Formiil \Veri ) ®M) | (m) mol'l)
m (Elektrolit tipi)
msh CHgN,0O,S 50 35-37 - 5;18 -
240
3,5-thsalmsh C16H26N203S 78 148 - 345 -
175- 245
3-tbsalmsh C1,H1gN,05S 72 176 - 315 -
245
5-Brsalmsh CgHoN,O3SBr 67 184 - 310 -

3 5-thsalmshCu | Na[Cu(CisHzeN,058),ClJxH,0 104-1 196 | 245 | go3(11)
’ 16772672 8= 2 63 106 ' 385 A
3-thsalmshCu | Na[Cu(CyoH1sN;055),Cl] s | >300 | 187 g;‘g 714 (1:1)

254. 245
5-BrsalmshCu | Na[Cu(CgHsN,05SBN)CIIx3H,0 | 58 | “2c | 179 | 370 58.6 (1:1)
745
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1. Amin ve Ligandlarin Deneysel Verileri
5.1.1. Metan siilfonik asit hidrazit (msh)

Sekil 5.1. msh 1n 3D-yapist

Metan siilfonik asit hidrazit (msh) bilesiginin DMSO-ds i¢indeki *H-NMR spektrumu Sekil
5.2 de ve D,O-degisimi Sekil 5.3 de, "H NMR kimyasal kayma degerleri Cizelge 5.1. de,
IR spektrumu Sekil 5.4. de ve segilmis dalga sayilar1 Cizelge 5.10°da verilmektedir [59].

a) NMR yorumu

DMSO-ds i¢indeki *H-NMR spektrumunda, 2,88 ppm deki pik CHs (1) protonlarma, 4,32
ppm deki pik (NH;) (2) primer amine, 7,67 ppm deki pik ise (NH) (3) sekonder amine
aittir. Sekonder amin protonu hem NH; hem de SO; ile komsu oldugundan primer amin
protonuna oranla daha asidiktir ve daha yiiksek kimyasal kayma degeri gésterir [60]. D,O-
degisim 'H-NMR spektrumunda CHs protonlarina ait 2,88 ppm pikinde bir degisim
gozlenmezken, azota bagli hidrojen ile doteryum izotopu kismen yer degistirdiginden
primer ve sekonder amin protonlarina ait piklerin siddeti azalmigtir. DMSO-dg igindeki
spektrumlarin hepsinde 2,5 ppm de goriilen pik ¢oziiciiye 3,35 ppm deki ise DMSO-dg
icindeki H,O’ ya aittir [61].
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Cizelge 5.1. msh’a ait 1H NMR kimyasal kayma degerleri

Isaretleme msh
o 2,88 (5,3H)
CH,-CH3 -
“CH,-
S0O,-CH, -
NH, 4,32 (5,2H)
NH 7,67 (s,1H)
NH-C=0 -
0=C-CHj;
B s zxg a €z ALASEINENZLEINZAR
% R ¥ i L -z§§§‘§§325=’5$='3~
L]
| Bl SN

(1)

I
H2N\N/S\CH3 (2)

O 3) 4
msh

- | \ Y
> ! |~ w! ol =]
£ a I P b B
: =
(6 i
A ™ ,,_.l P B
A e sk Ry - - .
tc‘ .',-n—v—mrrr..q'nnmv"rnvlrﬂi.'!r-‘nuu-..-'uwvv‘Trrrvrﬂ'rrlun-vnvvr-'vvv-—n.-vn” v-v:~‘|ll|l’|l‘\vvlll"'l
‘ 10 ] o < ¢

Sekil 5.2. msh bilesiginin 1H-NMR spektrumu
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Sekil 5.3. msh bilesiginin D20 degisim spektrumu

b) IR yorumu

msh bilesiginin FT-IR spektrumunda Sekil 5.4.°da verilmistir. Amin bilesigindeki
asimetrik NH; gerilme titresimi, 0,5(NH2) 3360 cm™? de, simetrik NH, gerilme titresimi,
ds(NH,) ise 3300 cm™ de gozlenmistir [53]. Asimetrik SO, gerilme titresimi, Vas(SO2)

1320 cm™ arasinda, simetrik SO, gerilme titresimi, vs(SO,) ise 1156 cm™? de gbzlenmistir.
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SO, simetrik biikiilme titresimi, §(soz) 526 cm? de gozlenmistir. Bilesiklerin IR titresim

frekanslar1 Cizelge 5.10.’da verilmistir.
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4000 aso0 2000 asoo 2000 cm_l 1500 10c0 s0C

Sekil 5.4. msh bilesiginin FT-IR spektrumu

5.1.2. 3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh)

Sekil 5.5. 3,5-tbsalmsh bilesiginin agik yapisi
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3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) bilesiginin DMSO-dg
icindeki *H-NMR spektrumu Sekil.5.6’da, **C-NMR spektrumu Sekil 5.7°de ve kimyasal
kayma degerleri Cizelge 5.2 ‘de, IR spektrumu Sekil 5.8’de ve se¢ilmis titresim dalga

sayilar1 Cizelge 5.10°da verilmistir.
a) NMR yorumu

3,5-Ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) bilesiginin ‘*H-NMR
spektrumunda (Sekil.5.6), fenolik OH protonu 11.27 ppm de ve msh’a ait NH protonu
11.13 ppm de tekli pik olarak gdzlenmistir. Schiff bazi olusumunu gdsteren azometin
C(7)H=N protonu 8.21 ppm de gozlenmistir. Fenil halkasina ait C(4)H ve C(6)H
protonlar1 7.36 ppm ve 7.29 ppm de ikili pik olarak olarak gozlenmistir. Alifatik SO,-CHj3
protonlar1 3.16 ppm de [21], fenil halkasina 3 konumunda bagl tersiyer biitil grubuna ait
C(3b)H3 protonlar1 1.45 ppm’de ve fenil halkasina 5 konumunda bagli tersiyer biitil
grubuna ait diger C(5b)H3 protonlar1 1.21 ppm’de tekli pik olarak gézlenmistir [21].

m Oy, Hy
(lny
CEOH Gl
i) CHy
v (A

on NH CH=N /| ‘
bk - . N —— = e -"Il‘ -

1" 10 9 8 7 ] 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 5.6. 3,5-tbsalmsh bilesiginin 1H-NMR spektrumu
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3,5-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) bilesiginin **C-NMR
spektrumunda (Sekil 5.7), Schiff bazi olusumunu gosteren azometin karbonu, CH=N
152.43 ppm de gozlenmistir. Fenil karbonlari, C(1)-C(6) 154.53-117.43 ppm araliginda
gbzlenmistir. msh grubundaki alifatik CHjz’e ait SO,CHj3; karbonu 39.04 ppm’de
gozlenmistir. Fenil halkasina 3 konumunda bagli tersiyer biitil grubuna ait C(3a) karbonu

35.09 ppm’de, bagli CH3 gruplarina ait C(3b)H3 karbonlar1 31.71 ppm’de gézlenmistir.

Fenil halkasina 5 konumunda bagli tersiyer biitil grubuna ait C(5a) karbonu 34.36 ppm’de
ve bagli CH3 grubuna ait C(5b) karbonlar1 29.77 ppm de gozlenmistir.

Ja Q3bH

H b (bl

g i o I b i L it bty dinitag iiiiay |/ R

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 ppm

Sekil 5.7. 3,5-tbsalmsh bilesiginin 13C-NMR spektrumu
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Cizelge 5.2. 3,5-tbsalmsh’in *H-*C NMR kimyasal kayma degerleri (8, ppm)

H-NMR ' ~C-NMR
OH (br,1H) 11,27 c(2) 154.53
NH (s,1H) 11,13 CH=N 152.43
CH=N (s,1H) 8,21 c@) 141.27
C(4)H (d,1H) 7,36 CO) 136.10
C@H 126.39
C(6)H (d,1H) 7,29 C(6)H 126.11
o6 11743
SO,-CHs (s,3H) 3,16 SO,-CH; 39.04
C(@0)H: (5, 9H) 145 e 3930
C(3b)H 3L71
C(5b)Hs (s, 9H) 121 CE%gH; A
s:singlet(tekli), d:dublet(ikili), t:triplet(iiclii), br:broad(genis)

b) IR yorumu

3,5-Ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3,5-tbsalmsh) bilesiginin FT-IR
spektrumunda (Sekil 5.8.) Schiff bazi olusumunu gosteren azometin (CH=N) grubuna ait
gerilme titresimi, v(c=n) 1652 cm?de siddetli bir band olarak gézlenmistir. msh grubundaki
sekonder amine ait gerilme titresimi, vy, 3176 cm™ de; alifatik CH a ait asimetrik
gerilme titresim bandi, vasicH) 2957 cm? de; SO; ye ait asimetrik gerilme titresimi, Vasso2)
1327 cm™ de ve simetrik SO, gerilme titresimi, vss02) 1060 cm™ de kuvvetli; simetrik SO,
egilme titresimi, dsop) ise 517 cm? de zayif bir band olarak gozlenmistir. Aromatik
halkadaki fenolik C-O gerilme titresimi, vcoy 1262 cm™ de orta siddette; OH gerilme
titresim bandi 3421 cm™ de siddetli ve yayvan bir band olarak gdzlenmistir. 3,5-tbsalmsh’
a ait karakteristik titresim bandlar1 Cizelge 5.10 *da verilmistir.
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Sekil 5.8. 3,5-tbsalmsh bilesiginin FT-IR spektrumu

5.1.3. 3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (3-tbsalmsh)

Sekil 5.9. 3-tbsalmsh bilesiginin acik yapisi

3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon ~ (3-tbsalmsh)  bilesigin  DMSO-dg
icindeki 'H-NMR spektrumu Sekil..5.10 da, *C-NMR spektrumlar Sekil 5.11 de ve
kimyasal kayma degerleri Cizelge 5.3 de, IR spektrumu Sekil 5.12 de ve se¢ilmis titresim
dalga sayilar1 Cizelge 5.10°da verilmistir.

a) NMR yorumu

3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon ~ (3-tbsalmsh)  bilesiginin  *H-NMR
spektrumunda (Sekil 5.10), fenolik OH protonu 11.27 ppm de ve msh’a ait NH protonu
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11.20 ppm de tekli pik olarak gozlenmistir. Schiff bazi olusumunu gdsteren azometin
CH=N protonu 8.19 ppm de gozlenmistir. Fenil halkasimna ait C(4)H-C(6)H protonlari
7,28-6,87 pm de ¢oklu pik olarak olarak gozlenmistir. Alifatik SO,CH3 protonlar1 3.09
ppm de ve fenil halkasina bagli tersiyer biitil gurubuna ait C(3b)Hj3 protonlari ise 1.35 ppm

de kuvvetli alanda gozlenmistir.

- CidH CHH
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Sekil 5.10. 3-tbsalmsh bilesigine ait "H-NMR spektrumu

3-Tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon ~ (3-tbsalmsh)  bilesiginin  **C-NMR
spektrumunda (Sekil 5.11), Schiff bazi olusumunu gdsteren azometin karbonu, CH=N
154,29 ppm de gozlenmistir. Fenil karbonlari, C(1)-C(6) 157,44-116.72 ppm araliginda,
msh daki alifatik CH3 grubuna ait SO,CHj; karbonu 39.04 ppm’de, tersiyer biitil grubuna
ait C(3a) karbonu 34.96 ppm de ve C(3b)H; karbonu 29.71 ppm de gozlenmistir.
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Sekil 5.11. 3-tbsalmsh bilesigine ait BC-NMR spektrumu

Cizelge 5.3. 3-tbsalmsh *H-"*C NMR kimyasal kayma degerleri (5, ppm)

ab CH,
'H-NMR BC-NMR

NH (s,1H) 11,20 C() 157,44
OH (s,1H) 11,27 CH=N 154,29
CH=N (s,1H) 8,19 C@3) 137,74
C(4)H, C(6)H (m,2H) 7.28 C(4), C(6)H 130,06
C(5)H (,1H) 6.87 C()H 119,14
SO,CHz (m,3H) 3,09 C(5)H 116,72

SO,CH; 39,10
C(3b)Hs (m, 9H) 1,35 C(3a) 34,96

C(3b)H; 29,71

s:singlet(tekli), d:dublet(ikili), m:multiplet (¢oklu)
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b) IR yorumu

3-Tersiyerbutilsalisilaldehit metansiilfonil hidrazon (3-tbsalmsh) bilesiginin FT-IR
spektrumunda (Sekil 5.12) Schiff bazi olusumunu gosteren azometin (CH=N) grubuna ait
gerilme titresimi, v(c=n) 1649 cm™ de siddetli bir band olarak gdzlenmistir. msh grubundaki
sekonder amine ait gerilme titresimi, v, 3226 cm™ de; alifatik CH a ait asimetrik
gerilme titresimi, vasicH) 2961 cm? de, SO, ye ait asimetrik gerilme titresimi, Vasisoz) 1313
cm™ de; simetrik SO, gerilme titresimi, vssoz) 1155 cm™ de kuvvetli bir band ve simetrik
SO; egilme titresimi, disoz) ise 514 cm™? de orta siddette bir band olarak gozlenmistir.
Aromatik halkadaki fenolik C-O gerilme titresimi, vcoy 1251 cm™ de orta siddette; OH
gerilme titresim bandi 3429 cm™ de siddetli ve yayvan bir band olarak gézlenmistir. 3-

tbsalmsh a ait karakteristik titresim bandlar1 Cizelge 5.10 ’da verilmistir.
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Sekil 5.12. 3-tbsalmsh bilesiginin FT-IR spektrumu

5.1.4. 5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh)

5-Brsalmsh bilesiginin X-1s1n1 kirinim yontemi ile aydinlatilan kristal yapist Sekil 5.13 de,
3D paket goriiniimii Sekil. 5.14 de ve H baglanmas1 Sekil.5.15 da, *H-NMR spektrumu



60

Sekil.5.16 de, *C-NMR spektrumu Sekil 5.17 de ve kimyasal kayma degerleri Cizelge 5.9
‘da, FT-IR spektrumu Sekil 5.18 de ve titresim dalga sayilar1 Cizelge 5.10 ‘da verilmistir.

5-Brsalmsh bilesigine ait 0.100 mm x 0.100 mm x 0.300 mm boyutlarinaki parlak
dikdortgen kristalinin X-151n1 kristalografik analizi grafit monokromatdr bagli Bruker D8
Venture sistemi ile yapilmistir. Deneysel sonuglarin degerlendirilmesine Bruker SAINT
paket programi, yapi ¢oziimlemesinde ise Bruker SHELXTL paket programi kullanilmustir.
Bilesigin (CgHgBrN,0O3S) monoklinik kristal verileri 22.444(3) A, 5.8589(8) A, ¢ =
8.5426(11) A; a=90°, =95.776(4)°, y=90°; V=1117.6(3) A®ve Z=4 dir.

Sekil 5.14. 5-Brsalmsh bilesiginin 3D paket goriiniisi
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Sekil 5.15. 5-Brsalmsh molekiilleri arasindaki H baglanmasini gosteren kristal yapi

Cizelge 5.4. 5-Brsalmsh’a ait kristal verileri

Kimyasal formiilii CgHgBrN,O5S

Molekiiler kiitle 293.14 akb

Sicaklik 296(2) K

Dalga boyu 0.71073 A

Kristal boyutu 0.100 x 0.100 x 0.300 mm
Kristal sekli parlak dikdortgen

Kristal sistemi monoklinik

Birim hiicre boyutu a=22.444(3) A a=90°
b = 5.8589(8) A B=95.776(4)°
c=8.5026(11) A v =90°
Hacim 1117.6(3) A®
Yogunluk(hesaplanan) 1.742 glem®
Absorpsiyon sabiti 584
F(000) 4
Cizelge 5.5. 5-Brsalmsh a ait bag uzunluklari
Isaretleme Bag uzunlugu Isaretleme Bag uzunlugu Isaretleme Bag uzunlugu
A A) A)
Br1-C5 1,897(6) C4-C5 1,363(7) C2-H6 0.93
S1-02 1,426(4) C5-C6 1,382(8) C3-C4 1,407(7)
S1-Cl 1,738(6) C6-H2 0,93 C1-H9 0,96
03-H3 0,8201 C7-H4 0,93 N1-N2 1,389(6)
C2-C3 1,445(7) S1-01 1,423(4) N2-H7 0.86
C3-C8 1,404(7) S1-N1 1,637(5) C4-H5 0,93
C1l-H1 0,96 03-C8 1,348(7) C6-C7 1,381(9)
C1-H3 0,96 C2-N2 1,276(7) C7-C8 1,383(8)
N1-H8 0,86
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Cizelge 5.6. 5-Brsalmsh bilesigine ait bag agilar

Isaretleme | Bagacisi | Isaretleme | Bagacist | Isaretleme | Bagacisi | Isaretleme | Bag agist
) @) ) )

01-S1-02 | 118,5(3) N2-N1-H8 | 122,5 01-S1-N1 | 106,6(2) S1-N1-H8 | 122,5

02-S1-N1 | 105,2(3) C2-N2-N1 | 117,6(4) 01-S1-C1 | 108,1(3) C2-N2-H7 | 121,2

02-S1-C1 | 110,0(3) N1-N2-H7 | 121,2 N1-S1-C1 | 107,9(3) C5-C4-C3 | 120,1(5)

C8-03-H3 | 109,5 C5-C4-H5 | 119,9 N2-C2-C3 | 121,6(5) C3-C4-H5 | 119,9

N2-C2-H6 | 119,2 C4-C5-C6 | 121,4(5) | C3-C2-H6 | 1192 gfiCS' 119,2(4)

C8C3-C4 |1187(5) | o> | 1194(4) |CB-C3-C2 |1226(5) |C7-C6-C5 | 119,0(5)

C4-C3-C2 | 118,6(4) C7-C6-H2 | 120,5 S1-C1-H1 | 109,5 C5-C6-H2 | 120,5

S1-C1-H9 | 109,5 C6-C7-C8 | 121,2(5) H1-C1-H9 | 109,5 C6-C7-H4 | 1194

S1-C1-H3 | 109,5 C8-C7-H4 | 1194 H1-C1-H3 | 109,5 03-C8-C7 | 118,2(5)

H9-C1-H3 | 109,5 03-C8-C3 | 1223(5) | N2-N1-S1 | 1150(3) | C7-C8-C3 | 119,5(5)

Cizelge 5.7. 5-Brsalmsh bilesiginin torsiyon agilari
Isaretleme Torsiyon agist (°) Isaretleme Torsiyon agist
©)
N2-C2-C3-C8 2.2(8) N2-C2-C3-C4 177,9(5)
01-S1-N1-N2 -54,4(4) 02-S1-N1-N2 178,9(4)
C1-S1-N1-N2 61,6(5) C3-C2-N2-N1 -177,3(4)
S1-N1-N2-C2 -166,1(4) C8-C3-C4-C5 2,5(7)
C2-C3-C4-C5 -177,6(5) C3-C4-C5-C6 2,7(8)
C3-C4-C5-Brl 175,2(4) C4-C5-C6-C7 1,3(8)
Br1-C5-C6-C7 -176,7(4) C5-C6-C7-C8 0,4(9)
C6-C7-C8-03 -179,9(5) C6-C7-C8-C3 -0,6(8)
C4-C3-C8-03 178,4(5) C2-C3-C8-03 -1,5(8)
C4-C3-C8-C7 -0,8(7) C2-C3-C8-C7 179,2(5)
Cizelge 5.8. Hidrojen bag uzunlugu (A) ve agis1 (°)
Isaretleme Verici-H Alici-H Verici-Alict
&) A A)

C2-H601 0,93 2,87 3,491(6)

C1-H3-01 0,96 2,53 3,249(7)

CL-HL-02 0,96 2,61 3,493(8)
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5-Bromosalisilaldehit metansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh) bilesiginin DMSO-dg igindeki
'H-NMR spektrumu Sekil 5.16 de, **C-NMR spektrumlar1 Sekil 5.17 ve kimyasal kayma
degerleri Cizelge 5.9 de, IR spektrumu Sekil 5.18 de ve se¢ilmis titresim dalga sayilari
Cizelge 5.10 ‘da verilmistir.

a) NMR yorumu

5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh) bilesiginin 'H-NMR
spektrumunda (Sekil 5.16), fenolik OH protonu 11.06 ppm de ve msh’a ait NH protonu
10.35 ppm de tekli pik olarak gézlenmistir. Schiff bazi olusumunu gosteren azometin
CH=N protonu 8.29 ppm de gozlenmistir. Fenil halkasina ait C(3)H-C(6)H protonlar1
7.41-7.76 pm de ¢oklu pik olarak olarak gozlenmistir. Alifatik SO,-CHj3 protonlart 2.92

ppm de kuvvetli alanda gozlenmistir.
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Sekil 5.16. 5-Brsalmsh bilesigine ait "H-NMR spektrumu
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5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon

(5-Brsalmsh)

bilesiginin

BCc.NMR

spektrumunda (Sekil 5.17), Schiff bazi olusumunu gosteren azometin karbonu, CH=N
144.61 ppm de gozlenmistir. Fenil karbonlari, C(1)-C(6) 111.53-154,72 ppm araliginda,
msh’daki alifatik CHz grubuna ait SO,CHj3 karbonu 40.16 ppm de gézlenmistir.
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Sekil 5.17. 5-Brsalmsh bilesigine ait 3C NMR spektrumu

Cizelge 5.9. 5-Brsalmsh bilesiginin *H-*C NMR kimyasal kayma degerleri (8, ppm)

H
iy
X \s/
o
CH;
TH-NMR “C-NMR
OH (br,1H) 11,06 c@) 154,72
NH (s,1H) 10,35 CH=N 144,61
COH 134,12
CH=N (s,1H) 8,29
c) 128,71
C(6)H (d,1H) 7,76 C(3)H 121,54
C(3)H (d.1H) 7,41 C(4)H 118,92
C(4H (d,1H) 6,88 c@) 111,53
SO,-CHs (5,3H) 2,92 SO,-CH3 40,16
s:singlet(tekli), d:dublet(ikili), t:triplet(ii¢lii), br:broad(genis)
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5-Bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon (5-Brsalmsh) bilesiginin FT-IR spektrumunda
(Sekil 5.18.) Schiff bazi olusumunu gosteren azometin (CH=N) grubuna ait gerilme
titresimi, v(c=n) 1666 cm™ de orta siddetti bir band olarak gdzlenmistir. msh grubundaki
sekonder amine ait gerilme titresimi, vhy, 3154 cm? de siddetli; alifatik CH a ait
asimetrik gerilme titresim bandi, vascH) 2937 cm™? de zay1f siddette; SO, ye ait asimetrik
gerilme titresimi, Vasisoz) 1317 cm™ de kuvvetli: simetrik SO, gerilme titresimi, vsso2) 1156
cm™ de siddetli ve keskin bir band ve simetrik SO, egilme titresimi, 5(soz) ise 542 cm™ de
siddetli bir band olarak gozlenmistir. Aromatik halkadaki fenolik C-O gerilme titresimi,
v(co) 1269 cm™ de orta kuvvetli, OH gerilme titresim band1 3421 cm™ de zayif ve yayvan
bir band olarak gozlenmistir. 5-Brsalmsh a ait karakteristik titresim bandlar1 Cizelge

5.9.’da verilmistir.
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Sekil 5.18. 5-Brsalmsh bilesigine ait FT-IR Spektrumu
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5.2. Komplekslerin Deneysel Verileri

5.2.1. Sodyum bis(3,5ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(II)
monohidrat (3,5-tbsalmshCu)

[TXe

H;C

Na CH; [X H>,O

CH]

H;C CH; |

Sekil 5.19. Na[Cu(3,5tbsalmsh),Cl]xH,0 bilesiginin tahmini agik yapisi

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,O bilesiginin LC-MS spektrumu Sekil 5.20°de, FT-IR
spektrumu Sekil 5.21 de ve bu spektruma ait titresim dalga sayilar1 Cizelge 5.10 da, TGA
egrisi Sekil 5.22 de, UV-GB spektrumlar1 Sekil 5.23 de ve Amax degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,0 bilesigine ait etkin manyetik moment () Ve

molar iletkenlik degerleri Cizelge 5.11 de verilmistir.

a) LC-MS yorumu

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,O (Ma: 792 g/mol) kompleksine ait LC-MS spektrumunda
(Sekil.5.20) molekiiler iyon piki, [M+2H]" 794.25 de %4 bollukta gdzlenmistir. Anyonik
kompleksten klor ve metil grubunun ayrilmasiyla 696.28 de yaklasik %6 bollukta
par¢alanma {iriinii gozlenmistir. Bakirin fenolik O ve azometin N dan koordinasyonuyla
olusan selatasyon grubu (ter-butil gruplar harig) 301.22 de %100 bollukta temel pik olarak
gozlenmistir (Cizelge 5.12)
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Sekil 5.20. Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,0 bilesigine ait LC-MS spektrumu

b.) IR yorumu

Sodyum  bis(3,5ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(Il)  monohidrat
(3,5-tbsalmshCu) kompleksinin FT-IR spektrumu Sekil 5.21 ‘de verilmistir. 3,5-tbsalmsh
ligandinda 1648 cm™ de gdzlenen siddetli v(c=n) bandi, Cu(ll) kompleksinde azometin-
N’dan koordinasyon nedeniyle diisiik frekansa kayarak vc=ny 1617 cm™ de orta siddette bir
band olarak gdzlenmistir [62]. 3,5-tbsalmsh’ da 1262 cm™ de gozlenen V(c-0) gerilme
titresim bandinin kompleks olusumu ile yiiksek frekansa kayarak 1273 cm™ de gozlenmesi

fenolik oksijen atomunun metal katyonuna baglandigin1 gostermektedir.

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,O kompleksine ait karakteristik titresim bandlart Cizelge
5.10.’da verilmistir.
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Sekil 5.21. 3,5-tbsalmshCu kompleksine ait FT-IR spektrumu

Cizelge 5.10. Metan siilfonik hidrazit, aromatik stilfonilhidrazon ve Cu(II) komplekslerinin
secilmis titresim dalga sayilar1 (cm™)

Bilesik V(NH) V(CH)ar V(CH)as V(c=N) V(s02)as V(co) V(s02)s 8(NH) 3502

3,5-thsalmsh 3176s | 3029w | 2957s | 1652s | 1327s | 1262m | 1060sh | g5oy | 517m

675

3-thsalmsh 3226s | 3038w | 2960s | 1649s | 1313sh | 1251m | 1155sh m 514m
5-Brsalmsh 3154s | 3021w | 2937w | 1666m | 1317s | 1269s | 1156sh | gogs | 542s
3,5-

thsalmshCu 3232m | 3037w | 2956w | 1617m | 1318m | 1273w | 1159s | ggaw | 513w

3-thbsalmshCu | 3230m | 3044w | 2957w | 1614s | 1315m | 1258w | 1159m | g73w | 517w

5-BrsalmshCu | 3147m | 3028w | 2940w | 1616s | 1321sh | 1304s | 1160sh | 617 544w

w:weak (zayif), m:medium (orta), s:strong (kKuvvetli), sh:sharp (keskin)
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c.) TGA Yorumu

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),Cl]xH,O (Ma:792 g/mol) kompleksinin TGA egrisi (Sekil.5.22), N2
atmosferinde ve 35-300 °C araliginda alinmistir. TGA egrisinde 125 °C ye kadar gozlenen
% 2.361 lik kiitle kaybi 1 mol kristal suyunun uzaklasmasina aittir. Devaminda

kompleksin yapisindaki organik kismin bozunmasina ait biiyiik kiitle kayb1 gézlenmistir.

TG

35 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 299 T(©O)

Sekil 5.22. 3,5-tbsalmshCu kompleksine ait TGA egrisi

d) UV-vis yorumu

3,5-tbsalmsh ve 3,5-tbsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik MeOH
¢ozeltisinde alinan UV-vis spektrumlari Sekil 5.23 ’de verilmistir. 3,5-tbsalmshCu

kompleksine ait bazi elektronik gecisler 245 ve 385 nm de gozlenmistir.
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Scan Spectrum Curve
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Sekil 5.23. 3,5-thsalmsh ve 3,5-tbsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik
MeOH cozeltisinde alinan UV-vis spektrumlari

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),]CloxH,0 kompleksinin molar iletkenlik degeri 80.3 ohm™.cm?.mol™
olarak bulunmus ve beklendigi gibi iletken (1:1 iyonik) oldugu belirlenmistir (Cizelge
5.11). Anyonik metal kompleksine 1 tane Na" katyonu karsit iyon olarak baglanmustir.

Manyetik duyarlilik Slgiimiine gére komopleks paramanyetizma gostermektedir ve etkin

manyetik momenti (ueff)=1.96 BM olarak hesaplanmustir.

Biitiin veriler 1s18inda  3,5-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazonun iki disli
ligand olarak davrandigi ve Cu(Il) iyonuna imin-N dan ve fenolik-OH dan baglandig:
diistiniilmektedir. TGA, Kkiitle, iletkenlik, manyetizma Ol¢timleri sonucu 1 tane CI
iyonunun ligand olarak metale baglandigi, 5’li koordinasyon olustugu ve 1 mol kristal suyu
icerdigi belirlenmistir. Pentagonal geometriye sahip Na[Cu(3,5-thsalmsh),CIl]xH,0O
kompleksinin tahmini agik yapisi Sekil 5.19.’da verilmistir.

Cizelge 5.11. Komplekslerin molar iletkenlik degerleri

Kompleksler Aw (chm™.cm?.mol ™) (iyon tipi)
Na[CU(C16H18N203S)2CI]XH20 80.3 (11)
Na[CU(C12H26N203S)2C|] 71.4 (11)
Na[Cu(CsHsN,055Br),CI]x3H,0 58.6 (L:1)
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5.2.2. Sodyum bis(3-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(II) (3-
tbsalmshCu)

Na

Sekil 5.24. Na[Cu(3-thsalmsh),Cl] bilesiginin tahmini agik yapisi

Na[Cu(3-tbsalmshl),Cl] bilesiginin LC-MS kiitle spektrumu Sekil 5.25 ‘de ve bu
spektruma ait LC-MS verileri Cizelge 5.12. de, FT-IR spektrumu Sekil 5.26’da ve bu
spektruma ait dalga sayilar1 Cizelge 5.10.’da, Na[Cu(3-tbsalmsh),CI] bilesiginin 1x10° M
lik 25 mL MeOH ortaminda 6lgiilen molar iletkenlik degerleri Cizelge 5.11.’de verilmistir.

a) LC-MS yorumu

Na[Cu(3-tbsalmsh),Cl] (MA: 662 g/mol) kompleksine ait LC-MS spektrumunda (Sekil
5.25 ) molekiiler iyon piki, [M+H+Na]" 686.85 de %3 bollukta gozlenmistir. Bakirin
fenolik O ve azometin N dan koordinasyonuyla olusan selatasyon grubu (ter-butil grubu
harig) 301.22 de %24 bollukta gézlenmistir.



72

AT
100
| I
\A
N
"
'\(. /\\
u
\U
\i\
H
102.1262
301 2246
140.0101
[M+H+Na]*
196.9604 / /
3929142
: 588 8685
3022277 4908839 o o i o
1991995 5412140 686845 TBASTM 8922088 ggn774e
3690889 7030 i AL
"0 w0 W 400 500 600 700 800 900 1000

Sekil 5.25. Na[Cu(3-tbsalmsh),CI] kompleksine ait LC-MS spektrumu

b) IR yorumu

Sodyum bis(3-ditersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(Il) (3-tbsalmshCu)
kompleksinin FT-IR spektrumu Sekil 5.26. de verilmistir. 3-tbsalmsh ligandinda 1649 cm’
! de gozlenen siddetli vc=n) bandi, Cu(ll) kompleksinde azometin-N’dan koordinasyon
nedeniyle diisik frekansa kayarak vic=ny 1614 cm™ de orta siddette bir band olarak
gozlenmistir. 3-tbsalmsh’ da 1251 cm™ de gozlenen vy gerilme titresim bandinimn
kompleks olusumu ile yiiksek frekansa kayarak 1258 cm™ de gozlenmesi fenolik oksijen
Na[Cu(3-tbsalmsh),Cl]

kompleksine ait karakteristik titresim bandlar1 Cizelge 5.11.’de verilmistir.

atomunun metal katyonuna baglandigimi = gdstermektedir.
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Sekil 5.26. 3-tbsalmshCu kompleksine ait FT-IR spektrumu

c) TGA yorumu

Na[Cu(3-tbsalmsh),CI] (Ma:662 g/mol) kompleksinin TGA egrisi N, atmosferinde ve 25-
300 °C araliginda alinmistir. Kompleksin TGA egrisinde yaklasik 200 °C ye kadar kristal
ve koordinasyon suyunun uzaklagmasina ait herhangi bir kiitle kayb1 gozlenmezken

devaminda organik kismin bozunmasina ait biiyiik kiitle kayb1 olusmustur (Sekil 5.27).

— TG

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 T(O)

Sekil 5.27. 3-tbsalmshCu kompleksine ait TGA egrisi
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d) UV-vis yorumu

3-tbsalmsh ve 3-tbsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik MeOH
¢ozeltisinde alinan UV-vis spektrumlart Sekil 5.28. de verilmistir. 3-tbsalmshCu

kompleksine ait bazi elektronik gecisler 240 nm ve 375 nm de gbzlenmistir.

Scan Spectrum Curve
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Sekil 5.28. 3-tbsalmsh ve 3-tbsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik
MeOH c¢ozeltisinde alinan UV-vis spektrumlari

Na[Cu(C12H26N203S),Cl] kompleksinin molar iletkenlik degeri 71.4 ohm™.cm?mol*
olarak bulunmus ve beklendigi gibi iletken (1:1 iyonik) oldugu belirlenmistir (Cizelge

5.11). Anyonik metal kompleksine 1 tane Na* katyonu karsit iyon olarak baglanmustir.

Manyetik duyarlilik 6l¢iimiine gore komopleks paramanyetizma gostermektedir ve etkin

manyetik momenti (ueff)=1.87 BM olarak hesaplanmustir.

Biitiin veriler 15181nda 3-tersiyerbutilsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazonun iki disli ligand
olarak davrandigr ve Cu(ll) iyonuna imin-N dan ve fenolik-OH dan baglandig:
diistiniilmektedir. TGA, Kkiitle, iletkenlik, manyetizma Ol¢limleri sonucu 1 tane CI
iyonunun ligand olarak metale baglandigi ve 5’li koordinasyon olustugu belirlenmistir.
Pentagonal geometriye sahip Na[Cu(3-tbsalmsh),Cl] kompleksinin tahmini agik yapisi
Sekil 5.24.’de verilmektedir.



5.2.3. Sodyum bis(5-bromolsalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)klorobakir(II)

Na

trihidrat (5-BrsalmshCu)

Br

H

H

O

N /1‘/1\3//%0

\

| CH;

Br

Sekil 5.29. Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 bilesiginin tahmini agik yapisi

X3H20

75

Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 bilesiginin LC-MS spektrumu Sekil 5.29’da, bu spektruma
ait LC-MS verileri Cizelge 5.12. de ve FT-IR spektrumu Sekil 5.31°de, bu spektruma ait
titresim dalga sayilar1 Cizelge 5.10°da, Na[Cu(5-Brsalmsh),Cl]x3H.0 bilesiginin 1x10™ M

lik 25 mL MeOH ortaminda 6l¢iilen molar iletkenlik degerleri Cizelge 5.11°de verilmistir.

a) LC-MS yorumu

Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 (Ma: 762 g/mol) kompleksine ait LC-MS spektrumunda
(Sekil 5.30) molekiiler iyon piki 758.22 de ¢ok diisiik bollukta gozlenmistir. [Cu(5-

Brsalmsh),CI-CH3] anyonik kompleksine ait par¢alanma iiriinii 670.90 da %1 bollukta ve

bu gruptan Br atomlarinin ayrilmasiyla 504.86 da %23 bollukta gézlenmistir.
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Sekil 5.30. Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 kompleksine ait LC-MS spektrumu
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Cizelge 5.12. Cu(ll) komplekslerinin LC-MS verileri

Bilesikler Fragment m/z(%)
[M+2H]" 794.25 (%4)
n 301.22(%100)
Y
Na[Cu(3,5-thsalmsh),CI]x1H,0 o
[M]* "~
\M(]
\\/6
[M+H+Na]" 686.85(%3)
301.22(%24)
Na[Cu(3-tbsalmsh),Cl]
[M]* =f LA
] ) £
[M-4H]" 758 22(diisiik bollukta)
1 .
A 504.86(%23
]‘ A .86(%23)
Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 [M]" e
CHy _“h\"'\(]
nf—'sj\ |
T \}’Q

b) IR yorumu

Sodyum bis(5-bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazon)bakir(II) trihidrat (5-BrsalmshCu)
bilesiginin FT-IR spektrumu Sekil 5.31°verilmistir. 5-Brsalmsh ligandinda 1666 cm™ de
gozlenen siddetli vc=n) bandi, Cu(ll) kompleksinde azometin-N’dan koordinasyon
nedeniyle diisiik frekansa kayarak v(c-n) 1616 cm™? de siddetli ve keskin bir band olarak
gozlenmistir. 5-Brsalmsh’ da 1269 cm™ de gozlenen vic.o) gerilme titresim bandinin
kompleks olusumu ile yiiksek frekansa kayarak 1304 cm™ ok siddetli bir band olarak
gozlenmesi fenolik oksijen atomunun metal katyonuna baglandigim1 gostermektedir.

Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 nun titresim bandlar1 Cizelge 5.10 ’da verilmistir.
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Sekil 5.31. 5-BrsalmshCu kompleksine ait FT-IR spektrumu

c) TGA yorumu

Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,0 (Ma:762 g/mol) kompleksinin TGA egrisi, N, atmosferinde
ve 25-300 °C araliginda alinmustir. 25-125 °C araligindaki % 7,191lik kiitle kayb1 3 mol

kristal suyunun uzaklasmasia karsi gelir. Devaminda organik kismin bozunmasina ait

biiyiik kiitle kayiplar1 gozlenmistir.

7%TG

.
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Sekil 5.32. 5-BrsalmshCu kompleksine ait TGA egrisi
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d) UV-vis yorumu

5-Brsalmsh ve 5-BrsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik MeOH
¢ozeltisinde alinan UV-vis spektrumlart Sekil5.33 ‘de verilmistir. 5-BrsalmshCu
kompleksine ait baz1 elektronik gecisler 245 nm, 370 nm ve 745 nm de gbzlenmistir. 745
nm de gozlenen cok diisiik siddetteki band d° elektronik dizilise sahip Cu(Il) iyonunun d-d

gecisine aittir.

Scan Spectrum Curve
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Sekil 5.33. 5-Brsalmsh ve 5-BrsalmshCu bilesiklerinin 200-900 nm araliginda seyreltik
MeOH c¢ozeltisinde alinan UV-vis spektrumlari

Na[Cu(3,5-tbsalmsh),CI]x3H,0 kompleksinin molar iletkenlik degeri 58.6 ohm™.cm?.mol
! olarak bulunmus ve beklendigi gibi iletken (1:1 iyonik) oldugu belirlenmistir (Cizelge
5.11). Anyonik metal kompleksine 1 tane Na" katyonu karsit iyon olarak baglanmustir.

Manyetik duyarlilik 6lgiimiine gére komopleks paramanyetizma gostermektedir ve etkin

manyetik momenti (ueff)=1.79 BM olarak hesaplanmustir.

Biitiin veriler 1s181inda 5-bromosalisilaldehitmetansiilfonilhidrazonun iki disli ligand olarak
davrandigi ve Cu(Il) iyonuna imin-N dan ve fenolik-OH dan baglandigi diisiiniilmektedir.
TGA, kiitle, iletkenlik, manyetizma Slglimleri sonucu 1 tane CI” iyonunun ligand olarak
metale baglandig1, 5’li koordinasyon olustugu ve 3 mol kristal suyu igerdigi belirlenmistir.
Pentagonal geometriye sahip Na[Cu(5-Brsalmsh),CI]x3H,O kompleksinin tahmini agik
yapisi Sekil 5.29 ‘de verilmistir.
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5.3. Karbonik Anhidraz I (hnCA I) izoenziminin Aktivite Sonuglar

Bu c¢alismada amag, yeni aromatik siilfonilhidrazon ligandlarinin ve Cu(ll)
komplekslerinin karbonik anhidraz | izoenzimi (hCA 1) tlizerindeki inhibisyon kinetiginin
spektrofotometrik yontemle (400 nm’de) incelenmesidir. Inhibisyon parametrlerinin (ICsq
ve Ki) belirlenmesinde % aktivite-derisim gafigi, Lineweaver-Burk yontemiyle elde edilen
Km grafigi ve Cheng-Prusoff esitligi kullanimistir. Cizelge 5.13° de hem 1Cs, (%50
inhibisyona neden olan inhibitdr derisimi) hem de K; (inhibitor-enzim ayrisma sabiti)
degerleri verilmistir [63]. Ki sabitinin belirlenmesi i¢in en az dort sabit inhibitor
konsantrasyonunda (1x10% M, 1x10°M, 1x10" M ve 1x10° M) ¢aligmalar yapilmistir.
Ayrica her bir inhibitér konsantrasyonu i¢in dort farkli substrat konsantrasyonunda
(0,3mM; 0,6mM; 1mM ve 3mM) aktivite tayinleri yapilmistir. Her bir bilesik i¢in dort
farkli Km degeri (Sekil 5.34-5.40) ve bu Km degerlerinden de 4 farkli Ki (2,89.10°-
9,9.10°) degeri hesaplanarak ortalamasi almmustir (Cizelge 5.13). ICso degerleri ise
substrat derisimleri sabit tutularak (1mM), inhibitorlerin belirli derisimlerinde %
aktiviteleri belirlenerek (Sekil 5.41-5.47) ve daha sonra grafik yolu ile %50 inhibisyona
sebep olan inhibitér derisimi bulunmustur (Cizelge 5.13). Belirlenen 1Cso (1,156.10°-
3,96.10) degerleri, aromatik siilfonilhidrazonlarn ve Cu(Il) komplekslerinin karbonik
anhidraz | izoenzimini (hCA 1) daha iyi inhibe ettigini gostermistir. Referans madde olarak

klinik ila¢ olan Asetazolamid kullanilmstir.

Cizelge 5.13. Standart (AAZ), ligand ve komplekslerin hCA 1 izoenzimi iizerine aktivite

sonuglari
Bilesikler I1Cs5o (M) K; (M) Inhibisyon tiirii
3,5 thsalmsh 3,96.10" 9,90.10° Yarigmali
3,5-salmsh Cu 3,56.10° 8,9.10° Yarigmali
3-thsalmsh 5,58.10° 1,395.10° Yarismali
3-thsalmshCu 2,64.10° 6,6.10° Yarismali
5-Brsalmsh 4,86.10° 1,215.10° Yarismali
5-Brsalmsh Cu 1,156.10° 2,89.107 Yarismali
AAZ 2,85x107" 1,42x107 Yarismali
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5.3.1. Km grafikleri

Bilesiklere ait Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 5.34-Sekil 5.40 ‘de verilmistir.

/ !
/
45 /
——102M y=9,8316x + 3,5796 I //
2 — /
R?=0,9969 ; / ”,
/
—=—103M  y=79773x + 3,4481 = , /
R?=0,9892 ey A P
] /
= /
~+—10-4M  y=6,3648x + 3,6541 - S o
R? = 0,9904 g ¥
~ 4 /”
—=—10-5M  y=35931x + 3,7425 = 25 /

R2= 09964 o 4
7

inhibitorsiz /4 I

15

_.

—

5 454 35 3 -2,5%/ 1//0/5 § 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
P 5

1/S (mM)

Sekil 5.34. 3,5-tbsalmsh bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi

50 -
—+—10-2M y =10,469x + 3,7422
R?=10,9908
40 -
—&—10-3M y =7.,4623x + 49855
R?=0,9922 "'7
4
s
~+—10-4M  y=50647x +54845 o 30 1
R?=0,9933 -
g
g
10-5M y=3,6183x + 4,8089 20 4

R*=0,9874

inhibitdrsuz

. 1/S (mM)
A -10
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Sekil 5.35. 3-tbsalmsh bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi

- 1028 y=103% + 10,073
RE = 0.9903

e 1p3m Y6341 8752
R® » 0 9354

104N y=52516c + 86546
RE = 0,974

8- 105M  y =2 5492 + 7,5451
R?= 0,9617

inhibetorsuz

1V (mM dak-1)

. —

4 —e—X 35 3

13 2 29 3 35 4

Sekil 5.36. 5-Brsalmsh bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi

——10-2M  y=7,8498x + 7,1929
R?=10,9956
—W—10-3M  y=6,608x +7.231
R2=0,9947
10-4 M y=4,8603x + 6,6936
R2=0,9762
—m—10-5M Y =3.7176x + 6,7927
R?=0,9814
inhibitdrstiz

LV (mM dak.-1)

5 05 1
5 - S (m\)
45 //
35 // '
” /% )

Sekil 5.37. 3,5-tbsalmshCu bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 5.38. 3-tbsalmshCu bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi

1020 YT 1A923x + 04TE
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Sekil 5.39. 5-BrsalmshCu bilesigine ait Lineweaver-Burk grafigi
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—o—10-2M v=14.297x + 11.247 95 4
R*=09928

—=—103M y=10.361x + 11.62
R*=0.988

75 4

w—10-4 M y=4.6325x + 12.322
R*=0.9375

- 10-5 M y=6.2145x + 13.243
R?*=0.9779

inhibitorsuz

Sekil 5.40. AAZ’nin Lineweaver-Burk grafigi

5.3.2. ICs grafikleri

Bilesiklere ait 1Csq grafikleri Sekil 5.41-Sekil 5.47°de verilmistir.

120 1 B 03mM sub.
100 i 0,6 mM sub.
é 50 _&_\_}_(._ + 1,0mM sub.
B 4
% X
o . 3,0mM sub.
T b
20 A
0 t t t |
0,0E+00 2,0E-03 4,0E-03 8,0E-03 1,0E-02

Derisim (mM)

Sekil 5.41. 3,5-tbsalmsh bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
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120 1 B 0,3mM sub.
0,6mmM sub.
100 18
* 1,0mM sub.
& g0
= . 3,0mM sub.
= b
=
2 e e
£
S e
40 A *
20 |
D T T T T 1
0,0E+00 2,0E-03 4 0E-03 6,0E-03 8,0E-03 1,0E-02
Derisim (mM)
Sekil 5.42. 3-tbsalmsh bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
120
B 0,3mM sub.
100
0,6mM sub.
O 20 # 1,0mM sub.
—
=
-
'F ¥ 3,0mM sub
1 60
=
° i
40
Y
—i
20 -
I:I T T T T T 1
0,0E+00 2,0E-03 4 0E-03 b6,0E-03 B8,0E-03 1,0E-02 1,2E-02

Derisim (mM)

Sekil 5.43. 5-Brsalmsh bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
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120 -
100 1
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Sekil 5. 44. 3,5-tbsalmshCu bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
120 -
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100 o
0,6mb sub.
7]
&
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= 80 4 # 1,0mM sub.
2
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40 X
L ]
20 -
o " } } . i
0,0E+00 2,0E-03 4,0E-03 6.0E-03 8,0E-03 1,0E-02

Derisim (mM)

Sekil 5.45. 3-tbsalmshCu bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
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120 -
100 B 0.3mM sub.
g 0,6mM sub.
-E 80 |
ﬁ 4 1,0mM sub.
£
© 60 - » 3,0mM sub
40 1
g »
20 - = ¢
-
[]
D T T T T 1
0,0E+00 2,0E-03 4,0E-03 6,0E-03 8,0E-03 1,0E-02
Derisim (mM)
Sekil 5.46. 5-BrsalmshCu bilesigine ait % Aktivite-Derisim grafigi
120
B 0,3mMsub. 0,6mM sub.
100 |
+ 10mMsub < 3,0mM sub
80
60
40
4
—
0 + e A + n L 4 A + " " o . + A + "
0.0E4+00 2.0E-03 4.0£-03 6.0E-03 8.0E-03 1.0E-02

Sekil 5.47. AAZ’nin derisime kars1 % Aktivite-Derisim grafigi

5.4. Elektrokimyasal Calismalar

5.4.1. Doniisiimlii voltametri (CV)

I mM’lik amin, ligand ve bakir(Il) komplekslerinin susuz ortam olan 0,1 M

tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBATFB) iceren asetonitril ortaminda doniisiimlii
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voltamogramlari (CV) alinmigtir. Cams1 karbon (GC) elektrot ile 1,5-(-1,7) volt potansiyel
araliklarinda Ag/Ag" susuz ortam referansina kars1 yapilan ¢alismalarda, bu bilesiklere ait
bazi karakteristik indirgenme piklerine rastlanmistir. Voltamogramlardan goriildiigii tizere
3,5thsalmsh, 3tbsalmsh ve 5Brsalmsh bilesiklerinde bulunan azometin grubuna ait
CH=N—CH,-NH indirgenme pikleri yaklagik olarak sirasiyla -1,09 V; -1,169 V ve -1,05
V potansiyellerinde gézlenmistir. Bu ligandlarin Cu(I) komplekslerindeki C=N grubuna

ait indirgenme pikleri biraz daha negatif potansiyellerde gozlenmistir.

Cu(Il)>Cu(I)’e indirgenmesine ait pikler ise 3,5tbsalmshCu, 3tbsalmshCu ve 5-
BrsalmshCu komplekslerinde sirasiyla 0,462 V; 0,496 V ve 0,494 V; Cu(I)>Cu (0)’a
indirgenmesine ait pikler ise sirasiyla 0,188 V; 0,217 V ve 0,239 V potansiyellerinde

gozlenmistir.

— msh

— 3. Sthsalmsh

1. CH=N » CH: NH

nA
5

Akim /

T T U —
1.6 1.2 0.8 0.4 0 -0.4 -0.8 -1.2 -1.6 -2.0

Potansiyel / V

(@)

Sekil 5.48. GC elektrot ile 0,1 M TBATFB igeren asetonitril ortaminda ImM (a) 3,5-
tbsalmsh (b) 3-tbsalmsh  (c) 5-Brsalmsh bilesiklerine ait donistimli
voltamogramlar
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— sk

— Stbsalmsh

1. CH-N » CHa-NH

Akim / pA
&
°

40 }r———r————— —_— — .
1.6 1.2 0.8 0.4 0 -0.4 -0.8 -1.2 -1.6 -2.0

Potansivel / V

(b)

— Tsh
— SBrsalmsh

1. CH-N s CH: NN

Akim / pA
4

T T T
1.6 1.2 0.8 0.4 0 0.4 -0.8 -1.2 -1.6 -2.0

Potansiyel / V

(©)

Sekil 5.48. (devam). GC elektrot ile 0,1 M TBATFB igeren asetonitril ortaminda ImM (a)
3,5-tbsalmsh (b) 3-tbsalmsh (c) 5-Brsalmsh bilesiklerine ait doniisiimlii
voltamogramlar
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_200 . PR 1 gl 5 1 1 . 1= Qg o o Prg o cfi o g o
180 1 3
-160 1 1. CH=N —, CH:NH
-140 A 2. Cu(ll) s Cw)
- 120 - —~ msh 3. Cufl) —o Cu(t)
':-‘;_ t — 3,5thsalmsh
~ -100: — 3 SthsalmshCu
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< i
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Potansiyel / V

Sekil 5.49. GC elektrot ile 0,1 M TBATFB igeren asetonitril ortaminda ImM msh, 3,5-
tbsalmsh ve 3,5-tbsalmshCu bilesiklerine ait doniisiimlii voltamogramlar

1. CH=N

» CH:-NH

2. Cu(Il)— Cu(l)

3. Cu(l) » Cu(h)

- msh
= 3tbsalmsh
—  3thsalmshCu

————r
0.4
Potansiyel / V

Sekil 5.50. GC elektrot ile 0,1 M TBATFB igeren asetonitril ortamimnda ImM 1mM msh, 3-
tbsalmsh ve 3-tbsalmshCu bilesiklerine ait doniisiimlii voltamogramlar
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1. CH=N » CH:-NH

2. Cw(Il) —» Cu(hy
- msh 5. Cu(l) « Cu(b
= SBrsalmsh
SBrsalmshCn

Akim / pA
)
o

| N UNS————

1.6 1.2 0.8 0.4 0 04 -08 1.2 1.6 -2.0

Potansiyel / V

Sekil 5.51. GC elektrot ile 0,1 M TBATFB igeren asetonitril ortaminda 1mM msh,
5-Brsalmsh ve 5-BrsalmshCu bilesiklerine ait doniisiimlii voltamogramlar

5.4.2. Elektrokimyasal olarak karbonikanhidraz i izoenzimi (hca i)’nin inhibisyonu

Inhibisyon ¢alismalarinda substrat ile enzim arasinda gerceklesen tepkime sonucu olusan
iirlin lizerine inhibitdrlerin etkisi elektrokimyasal yontemle incelenmistir. Bu amagla pH
7,4 tamponu ortaminda 3x10® M olacak sekilde substrat (PNFA) ilave edilmis ve
doniistimlii voltamogrami (CV) alinmistir. Bu ortama 5 pL enzim ilavesiyle tekrar CV

alinmis ve olusan iiriin piki lizerine inhibitorlerin derisim etkisi incelenmistir.
5.4.3. Substrat ile enzim etkilesimi iizerine siire etKkisi

Sekil 5.52. de goriildiigi tizere substratin pH 7,4 Tris tamponu ortaminda biri indirgenme
(-0,782 V) ve biri yiikseltgenme (0,025 V) olmak {izere 2 piki gbzlenmistir. Ortama enzim
ilavesiyle olusan iiriin (p-nitrofenolat) elektroaktiftir ve -0,2 V civarinda indirgenme piki
vermistir. Zamanla iirlin olusumu artarken substratin piklerinde beklenildigi lizere azalma

gbzlenmistir. 5. ve 6. dakikalarda ¢ok fazla bir de§isim gdzlenmemistir.
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60 1 1 1 i | i 1 L 1 i | 1
-30
0 -
: 30 -
— —
i — Trin
- 60 — PNFA (substrat)
E 90 — PNFA + CAl
— 1 dk
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Potansiyel / V
Sekil 5.52. GC elektrot ile pH 7,4 Tris tamponu ortaminda 5 pL. CA I varliginda PNFA
(3x107® M) pik akimlarinin iizerine siire etkisini gdsteren doniisiimlii voltamogramlar
5.4.4. Substrat miktarinin enzim iizerine etkisi
Bu ¢alismada sabit miktardaki enzim lizerine PNFA’dan farkli miktarlarda ilave edilerek
voltamogramlar alimmustir. Sekil 5.53°de goriildiigii ilizere enzimin ¢alisilan potansiyel

araliginda herhangi bir piki gézlenmemistir. Bu ortama artan miktarlarda PNFA ilave

edildiginde olusan iiriin pik akimlarinda da artig gézlenmistir.

-20.0“ | | Y bigia 2. 4 1 PO PR Ligisa s Ma-o o} PRl PR

RIS

E ;:: - : ' CAl
2609 “u \‘ 25 ul. PNFA
30,04 | ] S0 pL PNFA

q 2] , 100 uL PNFA

3 from 200 pL. PNFA
40.0 - 230 uL. PNFA

1) S ——— o o

r——
0.8 0.6 04 0.2 0 02 04 06 08 -10 -12 -14
Potansivel / V

Sekil 5.53. GC elektrot ile pH 7,4 Tris tamponu ortaminda 5 pL CA I varliinda PNFA
(25, 50, 100, 150, 200 ve 250 uL) ilavesiyle elde edilen doniistimlii
voltamogramlar
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5.4.5. Enzim iizerine inhibitor derisimi etkisi

Enzim ile substratin etkilesimi ile olusan iirliniin piki {lizerine (6. dakika sonunda) amin,
ligand ve komplekslerin farkli derigimlerdeki (1x107-1x10° M) etkileri diferansiyel puls

voltametrisi (DPV) yontemi kullanilarak incelenmistir.

Sekil 5.54, CV yontemi ile msh bilesiginin belirli bir derisimde iiriin piki tizerine etkisini
gostermektedir. Voltamogramdan goriildiigli gibi substrat iizerine enzim ilavesiyle olusan
iirlin pik akimi (2), 1x10™* M msh inhibitdrii varliginda oldukc¢a azalmistir. Enzimin etkisini
kaybetmesiyle birlikte substrat pik akiminda (3) yeniden bir artis olmustur. Ancak bu artis

ortamda sadece substrat varken elde edilen pik akimindan (1) daha disiiktiir.

-60 1 al [ OO | 1 1 1 1 1 L
-40 .
-20 - B :
e :},&» =
- 20 -
= 40
- 60
= TN
= 80 - PNFA (substyat)
< 100 ] — PNFA + CAl
120 -
140 -
160
180: 1
200 —bD—m—>—»—/Tm"m™m™mm@m™—™— 71— "7 — T
08 06 04 0.2 0 02 04 086 -08 10 1.2 14

Potansiyel / V

Sekil 5.54. GC elektrot ile pH 7,4 Tris tamponunda PNFA, PNFA + CA | ve PNFA + CA |
+msh (1x10* M) i¢in elde edilen déniisiimlii voltamogramlar (Ag/AgCl
elektroda karsi)

Inhibitér derisimi arttikca (Sekil 5.55) iiriin pikinde gdzlenen azalma, substrat-enzim
etkilesiminin azaldigmi yani hCA 1 inhibisyonunun arttigmni gostermistir. Inhibitorler
diistik derisimlerde bile yiiksek inhibisyon o6zelligi gostermistir. Standart madde ile
kiyaslandiginda bilesikler icerisinde 5-BrsalmshCu daha iyi inhibitor 6zelligi gosterdigi
g6zlenmistir [66].
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Cizelge 5.14. Amin, ligand, Cu(Il) kompleksleri ve standartin farkli derisimlerinin

ilavesiyle tirtin pik akimlarindaki degisimler

Uriin pik akimlari (A)
Inhibitor
Derisimleri - 1x10' M | 5x107 M 1x10° M 5x10° M 1x10° M
msh 1,503x10° | 5,218x10° | 2,309x10 | 3,522x10~ 8,647x10° 6,430x10°
5 6 6
3,5-thsalmsh 1,482x10° | 4,089x10° | 1,181x10° | 1,622x10~ 7,519x10° 6,367x10°
5 6 6
3-thsalmsh 1,645x10° | 4,004x10° | 7,121x10° | 1,128x10°" 6,971x10® 5,891x107
5 6 7
5-Brsalmsh 1,597x10" | 3,335x10° | 2,864x10" | 8,449x10° 6,066x10° 4,962x10°
5 6 7
3,5-thsalmshCu | 1,645x10° | 3,348x10" | 5,642x10° | 1,092x10" 6,647x10° 5,123x107®
5 6 7
3-thsalmshCu 51,588x10' g,SB?xlO' 89,362x10' 8,137x10°® 5,480x10° 3,985x10°
5-BrsalmshCu 1,588x10° | 1,504x10° | 9,028x10° | 5,905x10® 5,422x10° 2,423x10®
5 7 7
Standart (AAZ) | 1,506x10° | 1,375x10" | 8,886x10" | 5,722x10°® 3,898x10° 2,160x10®
5 7 8
o e Loz Ligsa gog Jloghid g L:ga gog Qig-g ogute  } L o s o L & 2 3 4 1
— e g ———
20 ;
i - /’\ -
6.0 - s
4_": 1 IRIS -
= 8.0 = PNFA+CAI
= =1x10 _.\l standart
= 10.0 — 5x10° " M standart
-t | — IX10°M standart !
- ] a M stands i
v 120 5 e —— :
i = 1x10" M standart i
14.0 - . :
16.0 =
18.0 | rmrrmmr e et i | e T T
50 -50 -100 -150 -200 -250 -300 -350 -400
Potansiyel / mV
@

Sekil 5.55. GC elektrodu ile (a) standart (AAZ) (b) msh (c) 3,5-tbsalmsh (d) 3-tbsalmsh

(e) 5-Brsalmsh (f) 3,5-tbsalmshCu (g) 3-tbsalmshCu (h) 5-BrsalmshCu
inhibitorlerinin  farkli derisimlerinde {irlinlin indirgenme piklerine ait
diferansiyel puls voltamogramlar1 (DPV). (pH 7,4 Tris tamponu ortaminda
3x10-3 PNFA, 5 pL CA I ve inhibitorler (1x10-7, 5x10-7, 1x10-6, 5x10-6 ve
1x10-5 M) varliginda)
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. ! = 1x10" M msh
= 100 = 50107
x . i
- = 110 nsh
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140- 'lxl[l"; M msh
160-
18.0‘llll[llllllllllllll]llllllllll]IIIIIIIIIIIII
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Potansiyel /mV
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BrsalmshCu inhibitorlerinin farkli derisimlerinde iirlinlin indirgenme piklerine
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96

0 lllllllllllllllllLllllllllllllllllllllllllll

—

20-

40

6.0
£ i
s ] - TRIS
~ 80 = DNFAHCAL
.« = 110" M 3 5thsalmsh
- — o aaetih
= 100 Si07 M3 Stsalnsh
-<'l - 1x10‘5 M 3 Sthsalmsh

120

% :.l 'I‘ }
- AMLIBRI Y

= 1x10° M 33thsalmsh

140

16

18.0 llllIlllllllll]lllllflllllill[lllillllllilll

0 0 0 00 40 200 20 -300 -30 -400

Potansivel / mV
(©

Sekil 5.55. (devam). GC elektrodu ile (a) standart (AAZ) (b) msh (c) 3,5-tbsalmsh (d) 3-
tbsalmsh  (e) 5-Brsalmsh (f) 3,5-tbsalmshCu (g) 3-tbsalmshCu (h) 5-
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6. SONUCLAR

Bu calismada, yeni aromatik siilfonilhidrazon ligandlariin ve Cu (11) komplekslerinin
Karbonik anhidraz | izoenzimi (hCA 1) iizerindeki inhibisyon kinetigi spektrofotometrik
yontemle (400 nm’de) incelenmistir. Inhibisyon parametrlerinin (ICso ve Ki)
belirlenmesinde % aktivite-derisim gafigi, Lineweaver-Burk yontemiyle elde edilen Km
grafigi ve Cheng-Prusoff esitligi kullanimistir. Ayrica, bilesiklerin hCAI iizerine inhibisyon
aktivitesi doniisiimlii voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemleri ile
elektrokimyasal olarak da incelenmistir. Referans madde olarak bir klinik ilag olan

Asetazolamid kullanilmistir.

Enzim inhibisyon sonuglarina gére, aromatik siilfonilhidrazonlar ve Cu(ll) kompleksleri
icinde Br siibstitue bilesiklerin karbonik anhidraz | enzim aktivitesi daha yiiksektir. Brom
gibi elektron ¢ekici grubun varligi, siilfonamid protonunu daha da asidiklestirmekte ve
ligandin enzimle etkilesimini dolayisyla da enzim inhibisyonu artirmakta, CHs gibi
elektron saglayan gruplarin varligi ise enzim inhibisyonunu azaltmaktadir [64]. 2 tane
tersiyer biitil grubu iceren 3,5-tbsalmsh bilesigindeki CH3 gruplariin elektron saglama
ozelligi daha fazla oldugundan enzim inhibisyonu en disiiktiir [65]. Cu(ll) komplekslerinin
hCA 1 izoenzimine karsi inhibisyon etkisi ligandlarindan daha yiiksektir. Metal
kompleksleri sulu ¢ozeltide ¢ok kararli degildir, kolaylikla ayrisarak metal katyonu ve
stilfonamidat anyonu olusturur. Her iki iyonun enzimin ¢esitli aktif uclarina baglanmasi
komplekslerin neden ligandlarindan daha kuvvetli enzim inhibisyonu gosterdigini

aciklamaktadir. Sonug olarak, sentezlenen bilesiklerin inhibisyon artis1 sdyledir;

3,5-tbsalmsh¢3-tbsalmsh3,5-tbsalmshCu¢5-Brsalmsh¢3-tbsalmshCu¢5-BrsalmshCu

Bilesiklerin hCA | inhibisyon aktivitesi standart madde (asetazolamid) ile kiyaslandiginda
Cu(Il) komplekslerinin 6zellikle de 5-BrsalmshCu’ 1n iyi inhibitdr 6zelligine sahip oldugu

sOylenebilir.
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