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OZET

Yapisinda siilfonamit bulunduran aromatik ve heterosiklik birgok bilesik, 19. yiizyilin sonlarindan
itibaren ¢alisilmis ve ilag dizayni i¢in vazgegilemez guruplardan biri olmustur. Son yillarda yapilan
caligmalar ile hiicre membraninda bulunan karbonik anhidraz izoenzimlerden CA 1X ve CA XIlI
bir¢ok hipoksik kanser tiirevlerinde aktif hale gelerek miktarlarinin 6nemli Glgiide arttigi
gosterilmis ve bu alanda yapilan ¢alismalar biiyiik 6nem kazanmustir. Bu yiizden CA IX ve CA XII
izoenzimlerinin kanser hastaligi teshis ve tedavisinde segici olarak inhibe edilmesi enzim
inhibisyonuna dayal1 yeni ilag tasariminda son derece dnem arz etmektedir. Ayrica siilfonamidler
insanlar ve hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilk bilesiklerden biridir.
Gilinlimiizde yapisinda siilfonamit bulunduran aromatik ve heterosiklik bir¢ok ilag halen
kullanilmakta ve yeni ilaclar icin ¢alismalar hala devam etmektedir. Ozellikle enzim inhibisyonuna
bagli ilag tasariminda bu grubun yerine gecebilecek alternatifler aranmakta, fakat gozle goriiliir bir
sonug elde edilememektedir. Karbonik anhidraz enzimi bunlardan bir tanesidir ve aktif bolgesinde
bulunan ve enzimi koordine eden ¢inko (Zn) iyonuna inhibitoriin baglanmasini saglayan grup yine
siilffonamittir. Bu ¢alismada benzen siilfonamitin {i¢ farkli ¢esidinden yola ¢ikilarak farkli siibstitiie
sahip bis-iire tiirevi bilesikleri kimyasal tiirevlendirme (modifikasyon) yontemi kullanilarak sentez
edilmis, sentezlerin karakterizasyonu yapilmistir. Bilesiklerin tasarlandigi gibi sentezlendigi
goriilmistiir.  Bilesiklerin  CA(LLIX,XII) izoenzimleri ile asetilkolinesteraz(AChE) ve
biitirilkolinesteraz(BChE) enzimleri {izerine inhibisyonu belirlenmis, bazi bilesiklerin iyi bir
inhibitor oldugu anlasilmistir. Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)
enzimlerinin IC50 ve Ki degerleri hesaplanarak inhibisyon mekanizmasi tiirleri belirlendi. Bulunan
degerler standart madde olan donepezil ile karsilastirildi. Ayn1 zamanda akciger, prostat ve meme
kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri de tespit edilmistir. Sulfonamidler sulfonamid
antibiyotikler ve antibiyotik olmayan sulfonamidler olarak iki grupta toplanabilir. Bu nedenle
sentezlenen siilfonamidler antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in iki Gram (+) ve iki Gram (-)
bakteri suslari ile test edilmislerdir.
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ABSTRACT

Many aromatic and heterocyclic compounds containing sulfonamides have been studied since the
late 19th century and have become one of the indispensable groups for drug design. Recent studies
have shown that CA IX and CA XII, which are carbonic anhydrase isoenzymes found in the cell
membrane, are activated in many hypoxic cancer derivatives and their amounts are significantly
increased and studies in this field have gained great importance. Therefore, selective inhibition of
CA IX and CA XII isoenzymes in the diagnosis and treatment of cancer is of utmost importance in
the design of new drugs based on enzyme inhibition. Sulfonamides were also one of the first
compounds used in the treatment of bacterial infections in humans and animals. Today, many
aromatic and heterocyclic drugs containing sulfonamides are still in use and studies for new drugs
are still ongoing. Especially in drug design based on enzyme inhibition, alternatives that can
replace this group are being sought, but no visible results have been obtained. The enzyme carbonic
anhydrase is one of them and the group that enables the inhibitor to bind to the zinc (Zn) ion in the
active site, which coordinates the enzyme, is also a sulfonamide. In this study, based on three
different variants of benzene sulfonamide, bis-urea derivative compounds with different
substituents were synthesized using chemical derivatization (modification) method and the
syntheses were characterized. It was observed that the compounds were synthesized as designed.
The inhibition of the compounds on CA(l,1,1X,XI1I) isoenzymes and acetylcholinesterase (AChE)
and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes was determined and some of the compounds were
found to be good inhibitors. The types of inhibition mechanisms were determined by calculating
the 1Cs and Ki values of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes.
The values found were compared with the standard substance donepezil. Cytotoxic effects on lung,
prostate and breast cancer cell lines were also detected. Sulfonamides can be categorized into two
groups as sulfonamide antibiotics and non-antibiotic sulfonamides. Therefore, the synthesized
sulfonamides were tested with two Gram(+) and two Gram(-) bacterial strains to determine their
antimicrobial effect.
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1.GIRIS

Yashlik ya da bunama terimlerini kullanirken ileri yastan sz edilir ancak tibbi agidan
bakildiginda bir insanin kag yil yasadiginin anatomik ve fizyolojik agidan ¢ogu zaman pek
bir 6nemi yoktur; ¢iinkii kirk bes ila altmis yas arasindaki pek c¢ok kisi dejenerasyon ya da
presenilite (gerilik) belirtileri gosterir; bu degisiklikler normalde yasamin yedinci on yili
civarinda ortaya ¢ikar ve tiim viicut beynin fonksiyonel aktivitesinin kaybi ile baslar.
Demans zihin kaybi anlamina gelmektedir ve Latinceden “Mens” kelimesinden
tiiretilmistir. Demans Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 1980'lerin basinda "sessiz
salgin" olarak tanimlanan ve daha yiliksek oranda yaslhlarda goriilen, halk arasinda
“bunama “ olarak da bilinen bir yaglilik hastaligidir (Akyar, 2011; Stevenson-Hoare vd.,
2023). Oncelikle yasamin ilerleyen dénemlerinde ortaya ¢ikar, 60 yasinda yaklasik %1
olan goriilme olasilig1 her 5 yilda bir ikiye katlanir ve 85 yasina gelindiginde %30 ila 50'ye
ulagir. Demansin ¢ogu Alzheimer hastalig1 gibi beynin birincil dejeneratif hastaliklarindan
kaynaklanir. Tek basma ya da diger hastaliklarla birlikte goriilen demans, glinlimiizde
sanayilesmis iilkelerin ¢ogunda daha sik goriilmektedir (Geldmacher ve Whitehouse,
1997). Demansin en yaygin sekli Alzheimer hastaligidir. Vakalarin yaklasik %62'sini
olusturmaktadir. ikinci en yaygin olani ise vaskiiler bunamadir ki bu da yaklasik %17 e
tekabiil eder (Stevenson-Hoare vd., 2023). Alzheimer hastaligi merkezi sinir sisteminin
cesitli bolgelerinde bilinen bir neden olmaksizin ortaya ¢ikan, néronlarin kademeli olarak
ilerleyen bozulmasi ve kaybi ile karakterize edilen ¢ok sayida norodejeneratif hastaliktan
biridir. Ilerleyici bilissel bozuklugun yamisira gesitli noropsikiyatrik ve davranissal
bozukluklara ve gilinlik yasam aktivitelerinde kisitlamalara yol acan yasa bagh
norodejeneratif bir hastaliktir ve en sik goriilen bir demans tiiriidiir. 1907 yilinda Alois
Alzheimer hastalikla ilgili ilk klinik ve noropatolojik bulgulari tanimlayarak yayimladig
raporunda daha sonra ismiyle anilacak olan Alzheimer hastaliginin yeni bir hastalik
oldugunu ifade edecekti. Ciinkii hastaligin heniiz yaslilik 6ncesinde daha gen¢ donemlerde
de goriilebildigini 51 yasindaki bir hastanin tizerindeki bulgularda ortaya ¢ikarmisti (Lled
vd., 2006; Gilman, 1997).

Bu ¢alismanin dnemli bir kismini ve amacini da olusturan kolinesteraz enzimleri (AChE ve
BChE'ler) kaslarda ve kolinerjik néronlarda bulunur ve membrana bagli bir enzimdir. Bu
nedenle Alzheimer hastaliginin (AH) tedavisinde temel dayanak noktasidir ve standart

tedavinin bir pargasi haline gelmistir. Giiniimiizde ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA)



tarafindan onaylanmis dort AChEI ilaci mevcuttur. Bunlar takrin, donepezil, rivastigmin ve
galantamin. Takrin artik nadiren kullanilmaktadir ¢linkii diger tiglinde goriilmeyen
hepatotoksisite bu ilagta goriilmiistiir. Kolinerjik eksiklik sadece AH'nin erken evrelerinde
beliren bilissel semptomlara sebep olmamakta ayn1 zamanda AH'de gézlenen davranigsal
degisikliklere de sebep olmaktadir (Lle6 vd., 2006). Tez kapsaminda sentezledigimiz 12
adet siilfonamit bilesiklerinin kolinesteraz inhibitdrii olarak kullanilip kullanilmayacagi

deneysel ¢alismalarla incelenerek kanitlanmistir.

Enzimler, canli hiicreler araciligiyla sentezlenen ve canli organizmalarda metabolizma ile
birlikte kimyasal tepkimelar1 hizlandiran birgok metabolik siiregten sorumlu biyolojik
molekiillerdir. CA izoenzimleri a-, B-, y-, 8-, 8-, n- ve 0-CAs olmak iizere bagimsiz yedi
farkli gen ailesi tarafindan kodlanir. CA, bitkisel ve hayvansal organizmalarda bulunan bir
metaloenzim ailesidir ancak fungal CA’ a heniiz rastlanmamustir. Onemli patolojik ve
fizyolojik rolleri vardir sivi dengesi, solunum, kalsifikasyon, tiimdrijenite, karbondioksit
(CO2) ve iyon transport, karboksilasyon tepkimelari, pH ayarlamasi, asit-baz dengesi,
lipogenez gibi bir¢ok patofizyolojik siireclerde rol oynar (Karakaya vd., 2021). Insanlarda,
hiicre alt1 lokalizasyonlarina, katalitik aktivitelerine ve organ/doku dagilimlarina gore hepsi
a-CA'lara olmak tizere 15 farkli izozim kesfedilmistir. Bu izoformlardan, bes tanesi
sitoplazmik (CA I, II, 11, VII ve XIII), dort tanesi membrana bagl olanlar (CA 1V, IX,
X1, X1V ve XV), iki tanesi mitokondriyal (CAVA ve CAVB, Sekil.2.12), biri tiikiiriik ve
siitte salgilanan (CA VI) ve li¢ tanesi nonkatalitik (VIII, X, XI) olmak iizere
lokalizasyonlarina gére siniflandirilirmistir (Tekeli vd., 2023). Siilfonamidlerin antikanser
aktivitesi bircok durumda karbonik anhidraz enzimlerinin inhibisyonuna baglanmistir.
Karbonik anhidraz izozim IX'un (CA IX), normal dokularda siirli ekspresyona sahip iken
hipoksik hiicrelerde yiiksek oranda asir1 eksprese olarak tiimor olusumunu artirir. CA 1X
inhibitorlerinin, diger antikanser ilaglara kiyasla daha az yan etkiye sahip olmalarinin yani
sira umut verici antikanser aktivite sergiledikleri literatiirlerle sabittir. Birgok arastirma
siilfonamid tasiyan molekiillerin karbonik anhidraz inhibisyonu yoluyla &nemli bir
antikanser ajan1 oldugunu gostermislerdir (Bashandy vd., 2014). Bu tez caligmasinda
sentezlenen siilfonamit bilesiklerinin seg¢ilen karbonik anhidrazlar {izerinde inhibisyon
etkileri ¢alisilmistir. Literatiirdeki benzer g¢alismalara bakildiginda hedef dis1 sitozolik
izoformlar (CAI ve II) ile hedeflenen tiimorde asirt eksprese edilen membrana bagh
izoformlar (CAIX ve XII) iizerindeki inhibisyon profilini inceleyen ilk bis-iireido-siibstitiie

primer benzensiilfonamid ¢aligmasi olmasi bakimindan 6nemlidir.



Yashiligin getirdigi dezavantajlarin disinda endiistriyel ¢agin en 6nemli hastaliklarinda
birisi de siiphesiz kanserdir. Kanser, giiniimiiz diinyasinda insan saglig1 iizerinde carpict
etkileri olan bir hastaliktir. Diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6lim
nedenidir. Kanserler anormal hiicrelerin kontrolsiiz bliylimesi ve yayilmasi ile karakterize
edilen bir grup hastaliktir. Kanser hiicrelerinin yayilimi yani metastaz olarak bilinen asama
kontrol altina alinmazsa 6liimle sonuglanabilmektedir ; Ghorab vd. 2014), Akciger kanseri,
erkeklerde tanis1 konulan en sik goriilen bir kanser tiiriidiir. Bunun yaninda prostat kanseri
de erkeklerde en fazla tan1 konulan ve mortalite orani yiiksek 6nemli bir hastaliktir. Meme
kanseri ise kadinlarda en sik goriilen kot huylu timor olmaya devam etmektedir ve
kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden birisidir (Yildirim vd., 2009;
Benson vd., 2009). Giiglii, segici ve daha az toksik antikanser ajanlar1 olarak potansiyel
kullanmishiliga sahip yeni, kiiciik molekiillerin kesfi, farmakolojik arastirmalar i¢in hala

biiytik bir zorluktur.

Kanser tedavisinde kullanilacak ilaglarin arastirilmasi ve gelistirilmesinde son yillarda elde
edilen onemli ilerlemelere ragmen, mevcut antitimér kemoterapisi hala iki ana
sinirlamadan muzdariptir; bunlardan ilki, istenmeyen yan etkilere neden olan geleneksel
kemoterapotik ajanlarin kanser dokulari i¢in segiciliginin olmamasi ikincisi ise kanser
hiicrelerinin ¢oklu ilag direnci kazanmasi ve onlart geleneksel kemoterapdtik ajanlara
tepkisiz hale getirmesidir. Siilfonamidler ve farkli tiirevleri, antibakteriyel ajanlar ve
diiiretikler olarak biyoaktiviteleri nedeniyle tipta yaygin olarak kullanilmakla beraber
stilfonamidlerin ¢esitli kanser tiirlerine kars1 in vitro ve in vivo giiglii antitiimor aktivitesi
oldugu literatiirlerde rapor edilmistir (Ghorab vd., 2014). Bu ¢alismada da sentezlenen
stilfonamid tiirevlerinin sitotoksik etkisi meme, prostat ve akciger kanseri hiicre kiiltiirleri

iizerine etkisi arastirilmistir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Siilfonamidler

Siilfonamidler prontosil olarak adlandirilan bir boya iizerinde 1932 yilinda yapilan
calismalar ile sentezlenip patenti alindiktan sonra lizerinde yapilan gesitli tiirevlendirmeler
sonucunda bu tiir bilesiklerin streptokoklara karsi etkili oldugu ve fareler lizerinde yapilan
aragtirmalar sonucunda streptokok kaynakli enfeksiyonlara karsi etkili oldugu anlagilmistir.
(I. H. El-Qaliei vd. 2020). insan viicudunda prontosil hiicresel etki altinda siilfanilamide
(Sekil 2.1) metabolize oldugu bilinmektedir (Tacic vd., 2017).

Prontosil Silfonamid 1,2,4-Triaminobenzen

Sekil 2.1. Prontosil'in siilfonamid'e doniisiimii

Stilfonamidler, siilfanilamit olarak da bilinen para-aminobenzensiilfonamit tiirevleridir. Bu
maddenin siilfonamit (-SO2NH2) grubundaki azot atomundaki hidrojen atomlarindan
birinin yerine uygun gruplar baglanarak farkli tiirevlerde siilfonamit bilesikleri
sentezlenmistir. Bu stlilfonamid tiirevi bilesikler solunum yolu enfeksiyonlarinda ve iiriner
kanal hastaliklarinda ve bagisiklik sisteminin korunmasinda yaygin olarak kullanilirlar
(Demir, 2013).

2.1.1. Siilfonamidin yapisi

Siilfonamidler asagidaki genel yapiya sahiptir (Sekil 2.2) R alkil, aril veya hetero aril
gruplar1 olabilecegi ve R1/R2 ayrica hidrojen, alkil ve aril veya hetero olabilecegi
literatiirde kabul gormiistiir. Spesifik yapisal O6zellikler arasindaki korelasyon ve yeni
antimikrobiyal molekiillerin sentezlenme istegi sebebiyle ¢ok ¢esitli siilfonamid tiirevleri

sentezlenmistir (I. H. El-Qaliei vd. 2020).




Sekil 2.2. Siilfonamidlerin genel yapist

Siilfonamidlerin azot atomu 3 siibstitiient igerdiginden dolayi, siilfonamidler azottaki
slibstitiientin derecesine gore primer, sekonder ve tersiyer olarak siniflandirilir (Sekil 2.3).
Primer siilfonamidler ve izoesterleri (stilfamidler, siilfamatlar) farmakolojik uygulamalarda

genis bir ¢esitlilige sahip 6nemli bir ilag sinifin1 olusturmaktadir (Canakci vd., 2019).

(o}

_< Q_< Q_<

# ]

Primer sulfonamid Sekonder stilfonamid Tersiyer stlfonamid

Sekil 2.3. Siilfonamidlerin siniflandirilmasi (Efe, 2017)

2.1.2. Yap -aktivite iliskisi

Aromatik halka NZ-Siibsite grup

Sulfonamid grup

Sekil 2.4. Para-aminobenzensiilfonamid (Siilfanilamid)

Aromatik halka yerine heterosiklik yapilar veya biyoizosteri eklenmesi durumunda aktivite

kaybolmaktadir. Aktivite i¢in 4 numarali konumdaki primer aromatik aminin bulunmasi



olmazsa olmazdir. Ancak, bu konumda bulunan gruplarin yerine sadece (-NH-COCHs3)
gibi, organizmada serbest amin grubuna doniisebilen bir yap1 getirilebilir. Aril halkanin 1
ve 4 numarali konumlarindaki gruplarin birbirlerine gore orto- veya meta-pozisyonunda
olmasi durumunda ise aktivite kaybolur. Aymi sekilde aromatik halkaya bagska
stibstitlientlerin baglandig1 taktirde de aktivite kaybolacaktir. Para-
aminobenzensiilfonamidler -N-asetilli tiirevler olarak sentezlendigi durumda barsak
enfeksiyonlarinda lokal etkili bir ilag olarak kullanilirlar. Bu durum, barsaklarda R-
grubunun ayrilmasiyla birlikte aromatik amin grubunun serbest hale gegmesinden
kaynaklanmaktadir. Bilesigin 1 numarali konumundaki sulfamoil grubuna bagli hidrojenler
yerine farkli gruplar eklenirse, antibakteriyel etki gosteren ¢esitli bilesiklere ulagmak

miimkiindiir. Bu bilesikler, kullanilabilir antibiyotik ilaglar1 temsil eder (Mondal, 2017).

2.1.3. Siilfonamidlerin siniflandirilmasi

Siilfonamidler gesitli sekillerde siniflandirilabilir:

FEtkili oldugu yer bazinda

» Genel enfeksiyon siilfonamidleri: Sulphanilamide, Sulphapyridine, Sulphadiazine,
Sulphamethoxacine, Sulphamethoxazole.

> Idrar yolu enfeksiyonlari i¢in Siilfonamidler: Siilfaisoksazol, Siilfathiazol.

» Bagirsak enfeksiyonlart icin siilfonamidler: Ftalilsiilfatiazol, Siiksinil siilfatiazol,
Siilfasalazin.

» Lokal enfeksiyonlar i¢in siilfonamidler: Siilpahasetamid, Mafenamid, Giimiis
stilfadiazin.

» Dermatit i¢in siilfonamidler: Dapsone, Solapsone.

» Kombinasyon halinde siilfonamidler: Trimethoprim with Sulphamethoxazole.

Farmakokinetik ozelliklerine gbre

» Lokal etkili siilfonamidler (Zayif emilen siilfonamidler): Siilfasalazin, Ftalilsiilfatiazol,

Siilfaguanidin, Salisilazo siilfapiridin, Siiksinil siilfa tiyazol.



» Sistemik siilfanamidler (Hizla emilir ve hizla atilir siilfonamidler): Siilfametoksazol,
Siilfaisoksazol, Siilfadiazin, Siilfadimidin, Siilfafurazol, Siilfasomidin, Siilfametiyazol,
Stilfasetamid Siilfaklorpiridazin.

» Topikal olarak kullanilan siilfonamidler: Siilfasetamid, Mafenid, Siilfathiazol, Glimiis

stulfadiazin

Farmakolojik aktiviteye gore

> Antibakteriyel ajanlar: Sulphadiazine, Sulfi soxazole.

» Dermatitte kullanilan ilaglar: Dapsone.

Etki siiresine gore

» Ekstra uzun etkili stlfonamidler (yar1 omrii 50 saatten fazla): Siilfasalazin,
Siilfaklomid, Siilfalen

» Uzun etkili siilfonamidler (yarilanma Omrii 24 saatten fazla): Siilfadoksin,
Siilfadimetoksin,  Siilfametoksi  piridazin, Siilfametoksidiyazin, Siilfafenazol,
Siilfametoksin

» Orta etkili siilfonamidler (yarilanma Omrii 10-24 saat arasinda): Siilfasomizol,
Siilfametoksazol

> Enjekte edilebilir (¢oziinebilir siilfa ilaglar): Siilfafurazol, Siilfadiazin, Stilfametoksin

Kimyasal vapisina gore

N-1 substitiie siilfonamid: Stlfadiazin, Siilfasetamid, Stilfadimidin

>

» N-4 siibstitiie siilfonamidler (6n ilaglar): Prontosil.

» Hem N-1 hem de N-4 siibstitiie siilfonamidler: Siiksinil stilfathiazol, Ftalilsiilfathiazol
>

Cesitli: Mefenid sodyum (Mondal, 2017)
2.2. Enzimler

Enzimler, organizmalardaki biyokimyasal tepkimeleri hizlandiran ve herhangi bir yan {iriin
olusmadan %100 {riin verimini saglayan, protein yapili biyolojik katalizorlerdir
(riboniikleik asit molekiilii olan ribozimler harig). Biyokimyasal tepkimeler, enzimlerin

varliginda daha kolay ve hizli bir sekilde gergeklesirken, enzimlerin yoklugunda bu



tepkimeler ya gerceklesmez ya da gerceklesmesi ¢ok daha uzun siirer. Bu nedenle
enzimler, organizmanmn canliligmin devami i¢in vazgecilmez biyomolekiillerdir.
Enzimlerin biyokimyasal tepkimelerde etki ettigi maddelere ise substrat denir (Bilen,
2019). Substrat enzimin smurli bir alanina etki eder ve bu alan aktif bolge olarak
adlandirtlir. Bu aktif bolgeler genellikle enzimdeki yariklar veya multienzimlerdeki ara
kesit yiizeyleridir. Substrat enzimin gegici olarak aktif bolgesine baglanir ve ES
kompleksine yani enzim-substrat bilesigine doniisiir. Sonrasinda substrat iriine veya
uriinlere dontsiirken (Sekil 2.5) enzimler ise tepkime sonunda degismeden c¢ikarlar ve
tekrar kullanilabilirler (Demir, 2013).

Ky
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Sekil 2.5. Enzimin iiriine doniisme tepkimesi

2.2.1. Enzim inhibisyonu ve farmasotik 6nemi

Enzim inhibitorleri, enzimin katalizledigi tepkimeyi yavaslatan veya durduran molekiillerdir.
Enzim inhibitorlerinin farmasotik agidan 6nemi de tam da bu yonde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle enzim inhibisyon ¢alismalar1, enzim mekanizmalar1 hakkinda 6nemli bilgiler sagladigi
gibi baz1 metabolik yollarin aydinlatilmasi konusunda da yardimci olmaktadir (Lehninger vd.,
2013). Asetilkolinesteraz, karbonik anhidraz, tirozinaz, ksantin oksidaz, alkalin fosfataz ve
glukozidaz dahil olmak {izere klinik olarak ilgili cesitli enzimlerin inhibitorlerinin
gelistirilmesi, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde umut verici bir yaklagim olarak ortaya
ctkmigtir (Li vd., 2023). ilag molekiillerinin pek ¢ogu enzim inhibitériidiir aslinda. ilacin
inhibitor 6zelligi enzim aktivitesini engelleyebilmesi, bir metabolik bozuklugun diizeltilmesini
ya da bir patojenin dlmesini saglar. Inhibitdrlerin bu 6zelliginden dolayr dzellikle farmakoloji
alanlarindaki aragtirmalar bunun iizerine yogunlasmistir. Enzim inhibit6rii olarak tasarlanan
ilaglarin, enzime yiiksek spesifite gostermesi ve disiik derisimlerde bile etki edebilmesi
onemlidir (Bilen, 2019).

2.3. Kolinesteraz Enzimleri

Kolinesterazlar, asetilkolini kolin ve asetik aside pargalayan, boylece de sinapsa salinmisg

olan asetilkolini etkisiz hale getiren hidrolaz sinifi enzimlerdir. Kisaca kolinesterazlar,
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kolin esterlerinin hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir (Sekil 2.6). Omurgalilar iki
kolinesteraza sahiptir: Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) (Massoulié
vd., 1993).

CH o CH o
N " AChE N |
HsC —T—CHZ—CHZ—O—C—CH3+ H,0 — THC —T—CHZ—CHZ—OH + HO — C—CH,
CH4 CH4
Asetilkolin Kolin Asetikasit

Sekil 2.6. Asetilkolin’in hidroliz tepkimesi

AChE 7. kromozomda BChE ise 3. kromozomda kodlanmis enzimlerdir. Amino asit
dizilimleri biiyiik oranda benzeyen (%65) bu enzimlerin viicutta bulunma oranlari farklidir.
AChE, BChE ye gore insan viicudunda daha fazla bulunur ve sinaptik araliktaki asetilkolin
metabolizmasindan sorumludur. BChE’m ise bdyle bir fonksiyonu yoktur. Aslinda
islevinin tam olarak aydinlatilamadigi da bilinmektedir (Saglik vd., 2016). AChE bilinen
en hizli enzimlerden biridir (saniyede 250,000 asetilkolin molekiiliinii hidrolize edebilir.)
ve 537 aminoasit uzunlugunda bir molekiil yapisina sahiptir (Sekil 2.7). AChE, sinir ucu
boyunca biriken kimyasal molekiilleri parcalayarak uzaklastirarak elektron tasiyicilari igin
uygun bir ortam olusturur. Boylece sinir iletiminde herhangi bir aksaklik meydana
gelmesini engeller. AChE enzimi, Asetilkolin (ACh) adli ndrotransmitter maddesinin
hidrolizleme isleminde kataliz gorevi iistlenir ve biyolojik acidan biiyiik bir 6neme sahiptir.
(Massoulié vd., 1993).

active sirg
/1 channel

Sekil 2.7. AChE’nin protein yapisinin {i¢ boyutlu gdsterimi
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Sekil 2.8. AChE enziminin aktif merkezi

AChE beyinde, kaslarda ve kolinerjik néronlarda bulunur. Membrana bagl bir enzimdir ve
birden fazla alt birimden olusur. Memeli beyninde AChE'nin ¢ogu membrana bagh G4
formunda bulunur, ancak noronlar dejenere oldukca seviyesi diiser. AChE, kolinerjik
sinapslarda norotransmitter ACh'yi hidrolize ederek cesitli fizyolojik tepkimelerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ote yandan, BChE sinir dokusu hiicrelerinden olan
norogliada eksprese edilir ve barsak, karaciger, kalp, bobrek, akciger ve serumda bulunur.
Ester iceren bilesiklerin metabolizmasi, hayati bir islevi yerine getirir. Bu bilesikler,
ACh'yi pargalayarak seviyelerini azaltabilir ve hatta AH'de artirabilir. Normalde, beyinde
AChE baskindir, ancak AH hastalarinin beyninde AChE aktivitesi degismeyebilir veya
azalirken BChE aktivitesi artabilir. Her iki enzim de ACh'yi hidrolize ederek kolinerjik
sinyal sonlandirir. Bu nedenle hem AChE hem de BChE'yi inhibe eden bir ilag, segici
AChE veya BChE inhibitorlerine tercih edilebilir. Son birkag yildir, donepezil, galantamin,
rivastigmin ve takrin dahil olmak iizere sentetik ChE inhibitorleri (ChEI'ler) AH'nin klinik
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, bu ilaclarin kullanim1 yetersiz aktivite ve
gastrointestinal rahatsizlik ve hepatotoksisite gibi yan etkiler nedeniyle kisitlanmistir.
Yukaridaki ila¢ simifinin AH tedavisi i¢in kullanimi ciddi yan etkileri nedeniyle siirh
kalmistir. Sentetik ChEI'lerin olumsuz yan etkileri nedeniyle, sentetik ilaglara alternatif
olarak toksik olmayan ChEI'lerin gelistirilmesi arastirmacilar arasinda biiylik ilgi
gormektedir ve bircok dogal AChE inhibitorii izole edilmis veya sentezlenmistir. Bu

nedenle, yeni bilesiklerin arastirilmasi AH tedavisi i¢in 6nemini korumaktadir (Akincioglu
vd., 2017).
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2.4. Alzheimer Hastahgi (AH)

Alzheimer hastaligi (AH), cogunlukla yasli insanlar1 etkileyen en yaygin bunama
bigimlerinden biridir. Erken evrelerde AH tanimlamasi tibbi uygulamada zor bir gérevdir
ve AH 'nin erken evrelerde saptanmasinda kesin oldugu bilinen bir biyobelirte¢ heniiz
yoktur. Ayrica, AH su anda tedavi edilebilir bir hastalik degildir ve AH ilaglari i¢in yapilan
klinik caligmalarda yiiksek bir basarisizlik orami vardir. Arastirmacilar, ilerlemesini
yavaslatmaya yardimci olmak i¢in AH'nin erken teshisinde yollar bulmak i¢in ¢aba sarf
etmektedir (Mirzaei ve Adeli, 2022). AH 'nin ilerlemesinde en yaygin kabul goren hipotez,
amiloid-p peptitin (AP) hastalik gelisimi ve ilerlemesinde kilit bir oyuncu oldugunu
diistiniilmektedir. Diger kabul goren hipotez ise kolinerjik kayiptir. (Benek vd., 2020).

2.5. Kanser

Kanser, tek bir hiicrenin kontroliinii kaybederek normal biiyiime ve replikasyon
stireglerinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan oliimciil bir hastaliktir ve bu duruma karsinogenez
denir. Beslenme ve gevresel etkenler gibi faktorler, bircok hiicresel siireci etkileyerek
karsinogenezle iligkilidir. Kanserin baslangici, ilerlemesi ve gelisimi olmak {izere ii¢
evrede gerceklesir. Baslangic evresinde hiicre, bir ajana maruz kalir ve genetik bir
mutasyon meydana gelir, ancak bu durum kanserin gelisimi i¢in yeterli degildir. Bu
asamada erken teshis ile hastaligin ortaya ¢ikmasi engellenebilir. Ilerleme evresi olarak
adlandirilan ve proliferasyon dedigimiz evrede hiicreler artmaya veya boliinerek
cogalmaya devam eder. Gelisme evresinde, baslangic ve ilerleme evrelerinde olusan
hiicreler, timor dokusunu meydana getirir (A¢ikgdz ve Yildiz, 2017,Yiinci 2023). Timor
dokusu, halk arasinda iyi huylu olarak adlandirilan benign veya kétii huylu olarak bilinen
malign 6zellikte olabilir. Iyi huylu tiimor dokusu kanser degildir ve bu hiicreler viicudun

diger bolgelerine yayilmaz (Oztad, 2020).

Hastaligin ortaya ¢ikmasinda kontrolsiiz cogalmanin yani sira, bu hiicrelerin saglikli diger
dokulara invazyon yapma (istila) ve bu dokulara ulagmak i¢in dolasima gegme (metastaz)

gibi malign 6zelliklere de sahiptir (Celik, 2022; Ekrek, 2022).

Sebebi tam olarak bilinmemesine ragmen kanser gelismesindeki baslica degistirebilir risk

faktorleri;
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Yas, cinsiyet ve aile Oykiisii degistirilemeyen faktorler arasinda sayilabilirler (Aydin,
2022). Siirekli hiicre boliinmesi disinda meydana gelen bazi isaretlerde kanserli hiicre
tanisinin konulmasinda 6nemlidir. Kanserli hiicre rutin testlerle rastgele fark edilebilecegi
gibi bazi semptomlarla da tani konulabilir. Kanserli hiicreler yaklasik 1 cm biiyiikliiktedir.
Bundan sonra tespit edilen hiicre gruplar1 kitle, tiimor, lezyon veya nodiil olarak
adlandirilirlar. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, saglikli hiicrelere zarar vermeden
hizla biiyliyen kanser hiicrelerini yok etmeyi hedeflemekte ve gelismekte olan bilim ve
teknoloji ile kanser ilaglarinin daha az yan etkili, timor hiicrelerinde daha yiiksek basari
oranlar1 amaglanmaktadir (Gokmen, 2022). Bu ¢alismamizda sentezlenen bilesiklerin

akciger, meme, prostat kanseri hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri incelenmistir.

Sitotoksisite: Kisaca bir maddenin hiicreler i¢in ne kadar toksik veya toksik olabilecegini
tanimlayan maddeler anlamina gelir. Hiicre canliligin1 etkileyen mutasyon, malignite ya da
geri doniisii olmayan hiicre oliimi gibi durumlar igin kullanilan genel bir terimdir.
Sitotoksik etki sonucunda hiicre 6liimii gozlenebilir. Hiicre oliimii, nekroz, apoptoz ve

otofaji olmak iizere ii¢ sekilde meydana gelebilir (Aytag, 2015).

Nekroz: Latincede "6lmek" ya da "Oldiirmek" anlamina gelir. Bir veya daha fazla doku
hiicresinin, dokunun ya da organin geri doniisii olmayan bir sekilde hasar gérmesi sonucu
ortaya cikan patolojik oliimdiir. Nekroz, tesadiifi gelisen ve genetik kontrol altinda
olmayan diizensiz bir siiregtir. ATP'den bagimsiz olarak, bir travma ya da yaralanma
sonucunda meydana gelir. Hiicre zar1 biitlinliigiiniin bozulmas: ile zarin gegirgenligi artar,
mitokondri basta olmak iizere organeller islevlerini yitirir ve siser. Sonrasinda hiicre

parcalanir ve boylece hiicre igerigi ekstraseliiler alana dagilir Nekroz, hiicre Oliimii
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sonucunda inflamasyonu tetikleyip doku hasarina neden oldugu bilinmektedir.(Aytag,

2015; Samali vd., 1999).

Apoptozis veya Apoptoz (Programlanmus hiicre oliimii): Apoptoz terimi, 1972 yilinda Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan bir makalede hiicre 6liimiiniin morfolojik olarak farkli bir
formunu tanimlamak amaciyla ilk defa kullanildi. Bu otonom siireg, gesitli genlerin
aktivasyonunu, ekspresyonunu ve diizenlenmesini igerir; istenmeyen veya anormal
hiicreleri uzaklastirmay1 ve kararli bir i¢ ortamu siirdiirmeyi hedefler. Apoptoz, normal
olarak gelisim ve yaslanma siireclerinde ortaya ¢ikar ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma saglar. Ayni1 zamanda, apoptoz,
ayni1 hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlar tarafindan hasar gordiigii durumda bir savunma
mekanizmasi olarak da ortaya ¢ikar. Apoptozu tetikleyebilen patolojik bir durum olsa da,
tlim hiicrelerin ayn1 uyariya yanit olarak 6lmesi gerekli degildir. Kanser kemoterapisi i¢in
kullanilan 1sinlama veya ilaglar, DNA hasarina neden olabilir. Apoptozun olmamasi
gereken bir durumda gerceklesmesi ya da apoptozun olmasit gereken bir durumda
gerceklesmemesi, organizma igin ciddi bir tehlike olusturabilir. Ornegin, gelisen bir
embriyoda, insan parmaklari arasindaki hiicrelerin apoptoz baslatmasi gereklidir Ki
sonradan parmaklar birbirinden ayrilabilsin. DNA hasar1 almis hiicreler genellikle apoptoz
yoluyla kendilerini oldiiriirler. Apoptoza gecemeyen ve genetik olarak degismis hiicreler,

ilerleyen agsamalarda kanser gelisimine yol acabilirler.(Ekrek, 2022; EImore, 2007).
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Sekil 2.9. Nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimii asamalar1 (Aytag, 2015)

Otofaji: Otofaji, Latince'de "kendini yeme" anlamina gelir ve viicudun hasarli hiicrelerini
temizleme amaciyla gergeklesen bir mekanizma olarak tanimlanir. Otofaji, uzun omiirlii
proteinlerin, fonksiyonu bozulmus organellerin, sitozolik parcalarin, hasarl
makromolekiillerin ve patojenlerin yok edilmesinde gorevli fizyolojik bir siireci ifade eden
kalite kontrol sistemi olarak islev goriir (Aynur, 2016). Antikanser ila¢ adaylarinin
belirlenmesi  hiicre 6liimiine sebep olan mekanizmalarin  dogru bir  sekilde
tanimlanabilmesine baglidir. Bu da bir takim in vitro sitotoksik etki tarama testlerinin

yapilmasini gerektirir.

Bu testler sunlar igerir:

1. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisimlere bagli olarak hiicre Oliimiiniin
sebeplerini belirleme ve smiflandiriimasi.

Hiicre zarindaki biitiinliigiin ve yapisinin degisimine bagli testleri belirleme

Metabolik islevselligi tespit etmeye yonelik testler

DNA sentezi ve biitlinliigiinii degerlendiren protokoller

o~ N

Hiicre ¢ogalmasini (proliferasyonu) belirlemeye yonelik testler
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Bu in vitro sitotoksisite testleri, antikanser ilag sentezi ve gelistirilmesindeki ilk
asamalardir. Bu testlerin sonuglarina gore, sitotoksik etkinligi 6nemli bulunan bilesikler,
timor hacmi/biiylikliigli lizerindeki in vivo etkilerini 6lgmek amaciyla gelismis hayvan

deneylerine tabi tutulur (Aytag, 2015).

Meme kanseri

Meme kanseri, diinya genelinde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir, 6zellikle
kadinlarda (%22) ve kadinlarda kansere bagli 6liimler arasinda akciger kanserinden sonra
ikinci siradadir. Ancak, son 10-15 yilda meme kanseri Oliimleri, kanser taramalarindaki
yeni gelismeler ve daha etkili tedavi yontemleri gibi bir¢ok faktére bagli olarak yilda
ortalama %2-3 oraninda azalma gostermistir (Dumitrescu ve Cotarla, 2005; Stewart, 2004).

Prostat kanseri

Prostat erkeklere mahsus sekonder cinsiyet orgamidir ve ergenlige kadar boyutlari
degismeden kalir. Ergenlikle birlikte androjenlerin etkisi ile gelisimini tamamlayarak
hacmini ikiye katlar. Ortalama 45-50 yaslarindan sonra tiim erkeklerde tekrar biiyliimeye
baslar (Simsek, 1989). Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden
sonra en sik 6liime yol agan ikinci kanser tiiriidiir. En 6nemli risk faktorleri yas, etnik
koken, genetik faktorler ve diyet olarak siralanabilir. Prostat kanseri, 40 yas oncesi nadir
gorlilse de bilinen diger kanser tiirlerine gore yasla kuvvetli bir iliski gosterir. Prostat
kanserinin teshisi i¢in kullanilan belirleyici bir gosterge, serumda bulunan prostat-spesifik
antijen (PSA) adli bir belirtegtir. PSA, FDA tarafindan kanser erken tanisi i¢in onaylanan
ilk timor belirleyicisidir (Ertung ve Tuna, 2022; Hoffman, 2011).

Akciger kanseri

Akciger kanseri, diinya genelinde hem erkeklerde en sik goriilen kanser hem de goriilme
siklig1 ve oliim orani agisindan birinci siradadir. Kadinlar arasinda ise en sik goriilen
liciincli kanser tiiriidiir ve meme kanserinden sonra ikinci siradadir. Akciger kanserine
yakalanma olasilig1 en yiiksek olan kesim, sigara icen ve 50 yas isti kisilerdir (Mustafa
vd., 2016). Sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda akciger kanseri i¢in en 6nemli risk

faktoriidiir. Sigara kullanmak kadinlarin %90'1nda, erkeklerin %79'unda akciger kanseriyle
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dogrudan baglantilidir. Dumanina maruz kalma ya da pasif icicilik de bir risk faktoriidiir
(Collins, 2007). Akciger kanseri her organa metastaz yapabilir. Metastaz olan olgularda
istahsizlik, zayiflama, halsizlik gibi semptomlar siklikla gozlenir. En sik metastaz olan

organlar kemik, karaciger, beyin ve surrenallerdir (Erturan, 2016).

2.6. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA), ¢inko (Zn?") iyonunu igeren bir metaloenzim olup, tiim
organizmalarda bulunmaktadir (Efe, 2017). Karbonat dehidrataz olarakta bilinen bu enzim,
karbondioksit (CO2) ve suyun (H20) geri doniistimlii hidratasyonunu, bikarbonat (HCO3 ")
ve bir protona (H") katalizler (Terzi, 2021; Topal vd., 2017).

CO, + H0 =—=—= HCO; + H'

2.6.1. Karbonik anhidrazin yapisi ve katalitik mekanizmasi

>N

CA Tt s

A SNK A
[ 1\ A

Sekil 2.10. Karbonikanhidrazin yapist (Supuran, 2008)

Karbonik anhidrazin katalitik etkisi, aktif bolgesinde Zn?" iyonu ve ona bagl bir hidroksil
grubu icermesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, aktif bolge yakinindaki amino asitler,
proton gradiyenti olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Yapisal olarak, bir Zn?" iyonu, bir
OH iyonu ve ¢ histidin kalintis1 (His-94, His-96, His-119) ile bag yapmistir. Karbonik
anhidraz, yapisindaki Zn?* iyonuna baglh OH™ iyonu sayesinde niikleofilik olarak CO
molekiiliine saldirir ve bdylece Zn?* iyonuna bagli HCO3™ iyonunun olusumunu saglar.

Daha sonra HCO3™ iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve ¢6zeltiye gecer (Sekil.2.11).

Boylece CO2 molekiiliiniin HCO3™ iyonuna doniistimii ger¢eklesmis olur (Ugurlu, 2012).
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Sekil 2.11. Karbonikanhidrazin CO; hidratasyon tepkimesinin kataliz mekanizmasi
(Supuran, 2008)

2.6.2. Karbonik anhidraz izoenzimleri

C
CO, + H0 ————=  H,CO,

HCOs + H*

Bu tepkime bircok biyolojik sistemde ciddi bir fizyolojik rol oynar. (Topal vd., 2017)
CO2'nin dokular ve solunum yiizeyleri arasinda HCOz3™ a taginmasi: pH homeostazi, gesitli
kemik rezorpsiyonlarinda elektrolit tasinmasi, epitel, kalsifikasyon ve glukoneogenez,
lipogenez ve iireagenez gibi biyosentetik tepkimelar bu fizyolojik ve biyolojik siireglerden
bazilaridir. CA izoenzimleri o-, B-, y-, 6-, 6-, n- ve 0-CAs olmak iizere birbirinden
bagimsiz yedi farkli gen ailesi tarafindan kodlanir. Hepsi ayn1 CO2 hidrasyon tepkimesini
katalize eder ama her aile birincil amino asit dizisine uygun spesifik 6zellikler gosterir. -
CA'lar agirlikli olarak omurgalilarda eksprese edilir ve insanlarda gbzlenen tek siniftir.
Ayrica, o-CA'lar konum ve doku dagilimi bakimindan farklilik gosterirler; a-CA
enziminin bes tanesi sitoplazmik (CA I, II, III, VII ve XIII), iki tanesi mitokondriyal (CA
VA, VB), bir izozimi salgisal (CA VI), dérdii membrana bagli (CA 1V, IX, XII ve XIV) ve
ticii de nonkatalitik (VIII, X, XI) olmak iizere 15 izoenzimi tanimlanmstir (Sekil 2.12).
CA IX, XII izoenzimleri membran CA'lar1 olarak bilinir ve iyi bilinen onkojenik

hedeflerdir. Bu izoenzimler gastrointestinal mukoza gibi ¢ok sinirli sayida normal dokuda
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da bulunmustur. Son yillarda bu izoformlarin inhibisyonu/aktivasyonu glokom, &dem,
obezite, noropatik agri, artrit, osteoporoz, Alzheimer Hastaligi ve son zamanlarda ise
kanser olmak iizere ¢esitli hastaliklarda kullanilmaktadir. Genetik arastirmalarda, CA IX
ve XII'nin baslica tiimér prosurvival pH diizenleyici enzimler olarak énemli bir role sahip
oldugu diistiniilmektedir. (Akincioglu vd., 2017; Akocak vd., 2018; Lolak vd., 2018).

2.6.3. Karbonik anhidrazin lokasyonu ve katalitik aktivitesi

CAI Eritrositler ve gastrointestinal sistem

CAIl Eritrositler, goz, zastrointestinal sistem, kemik osteoklastlan,
bobrek, akeiger, testis, beyin

CAII Takelet kas, adipositler, karaciger

CAIV Babrek, akciger, pankreas, beyin kapilleri, kaln bagisak kolonu,
kalp kax, gz

CAVA Karaciger

CAVB Kalp ve iskelet kas1, Pankreas, bobrek, omuriliktezastromtestinal

mukoza

" CAVI Takritk ve meme bezleri

o CAVIL | Merkez sinir sistemi, duodenum, mide, kolon karaciZer, iskelet

- o

CAVIT | Merkezi sinir sistemi

- CAX | Merkes: simir sistemi

- CAXII | Kolon, bobrek, prostat, bakusak ve aktive olmu; lenfositler,
belirli kanser tiirleri, gogis, akeiger, goz, erkek akmt kanallan

Q ve dreme epiteli

CAXII Babrek, baym, iireme epitel:, karaciZer, bagirsak
CAXIV Bobrek, beyin, karaciger, géz

Sekil 2.12. Insandaki 0-CAs’m hiicredeki lokalizasyonu, doku dagilimi ve enzim
aktivitelerinin (aktivite yok (-), diisiik (-,+), orta (+), yliksek (++) aktivite)
sematik gosterimi. Sitozolik CA’lar ve mitokondriyal CA VA ve VB sadece CA
alanindan olusur; membranla iliskili CA IV, IX, XII ve XIV bir transmembrana
sahiptir ve CA IV disinda sitoplazmik bir kuyruk icerirken, CA IX N-terminal
proteoglikan benzeri alana sahip tek izozimdir (Truppo vd., 2012)
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2.6.4. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin fizyolojik rolleri

Cizelge 2.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin fizyolojik rolleri ve sebep oldugu
hastaliklar (Supuran, 2008)

[zozim Fizyolojik rol Disfonksiyonlar/Hastaliklar

LI, 1V, IX CO/HCOs'iin taginmasi Solunum/dolasim bozukluklar1

I, v hiimér akdz goz salgisi Glokom (g6z tansiyonu)

I, v Kemik dokusundan Ca?* salinimi Osteoporoz

-1V, IX, XlI pH homeostazisi Metabolik islev bozukluklari, Kanser

I Mide ve pankreas suyu salgisi Mide iilseri, Sindirim hastaligi, Diyabet

[l Beyin omurilik sivis1 salgisi Serebral 6dem, Idiyopatik intrakraniyal
hipertansiyon

VA, VB Glukoneogenez igin HCO® saglar Obezite

2.6.5. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonikanhidraz inhibitorlerinin (CAI'ler) iki ana simfi bilinmektedir: metal
komplekslestirici anyonlar ve ikame edilmemis siilfonamidler ve bunlarin biyoizosterleri
(siilfamatlar ve siilfamid bilesikleri gibi). Bu inhibitorler Zn?+ iyonuna baglanir. Klinik
olarak kullanilan en az 25 ilag CA inhibitér 6zelliklerine sahip oldugu bildirilmistir
(Supuran 2008). CA izoenzimlerinden bazilar1 (CA I, CA II ve CA 1V), insan goziinde
bulunur. Glokom, goz tansiyonu nedeniyle olusan g6z siniri hasari olarak tanimlanan bir
hastaliktir. Karbonik anhidraz inhibitorleri yillardir glokom tedavisinde kullanilmaktadir
ve klinik tipta glokom tedavisi i¢in bilinen en etkili inhibitorlerdir. Bu inhibitorler, artmis
gdz ici basmncin azaltarak hastahig tedavi ederler (Efe, 2017). Ozellikle birincil
stilfonamidler ve bunlarin izoesterleri (siilfamidler, siilfamatlar) son yillardan beri {izerinde
en ¢ok calisilan CA inhibitorleridir. Yakin zamanlarda, siilfonamid bazli CA
inhibitorlerinden (CAI), tireido siilfonamit tiirevleri kanser hastaliginda oldukca etkili olup
Faz I/II klinik deneylerine ulasmistir (Akocak vd., 2018). CA izoenzimleri yapisal olarak
birbirine benzerdir. Bu nedenle izoenzime segici inhibitor gelistirmek klinik agidan énem
arz etmektedir. Kanser hastaligina sebep oldugu bilinen CA IX ve XII izozimleri hiicre
membraninda dimerik yapiya sahip enzimlerdir (Sekil 2.8). Ayrica saglikli hiicrelerde bu
enzimlere rastlanmamistir. Bu nedenle bis-iire tiirevi Siilfonamidlerin bu izoenzimler igin

iyi bir inhibitor oldugu disiiniilmektedir (Akocak vd., 2017).
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2.7. Kaynak Arastirmasi

Hachiro Sugimoto ve arkadaslar1 (2002) donepezil, takrin ve fizostigmin gibi kolinesteraz
(ChE) inhibitorlerinin alzheimer hastaligiin (AH) ilerlemesini ¢ok Onemli Olgiide
olmamakla beraber durdurdugunu ifade etmisler, AH hastalarinin bilissel islevlerinde
onemli bir iyilesme gosterdigini ifade ederek donepezil iizerinde yaptiklart klinik
arastirmada donepezilin digerlerine kiyasla yeni bir yapiya sahip oldugunu ve giiclii bir
AChE inhibitorii oldugunu biitirilkolinesteraz ile karsilastirildiginda AChE nin oldukca

secici ve uzun siireli etkinlige sahip oldugunu géstermislerdir (Sugimoto vd., 2002).

Derya Osmaniye ve arkadaslar1 (2019) tarafindan tiyazol-piperazin hibritlerinden olusan
yeni bir seri tiazolilhidrazon tiirevlerini sentezlenmis, Sentezlenen bilesiklerin yapi
tammlamas1 *H-NMR, ¥C-NMR ve LCMS-MS spektroskopik yontemlerle aydinlatilmis
ve sentezlenen bilesiklerin inhibitdr potansiyelini belirlemek icin kolinesteraz enzimleri
tizerindeki etkisi Ellman yontemiyle arastirnllmistir. 3a, 3c ve 3i kodlu bilesiklerin
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi {izerinde 6nemli inhibitor aktivite gosterdigi, diger
yandan sentezlenen bilesiklerin higbiri biitirilkolinesteraz tizerinde énemli bir inhibitor etki
gostermegi ifade edilmistir. Enzim aktivite testlerinin yaninda ek olarak yapilan docking
sonucunda 3¢ kodlu bilesigin potansiyel olarak bir ¢ift baglanma bolgesi igerdigini ve etkin
bir AChE inhibitorii oldugunu gostermislerdir (Osmaniye vd., 2019).

Mahmut Onur Karaytug ve arkadaslar1 (2022) biyolojik siirecte birgok rolii olan Piperazin
tiirevleri lizerine yaptiklar1 ¢alismada, sentezlerin AChE, BChE ve GST ye (Glutatyon S-
transferazlar) karsi inhibisyon etkilerini arastirmis ICso olarak da tammlanan yari
inhibisyon derisimleri AChE i¢in 4,59-6,48 uM, BChE i¢in 4,85-8,35 uM ve GST igin
3,94-8,66 uM araliginda bulmuslardir. Ayrica, piperazin tiirevlerinin AChE, BChE ve
GST'ye kars1 sirasiyla 8,04 £ 5,73- 61,94 + 54,56- 0,24 + 0,03-32,14 + 16,20 ve 7,73 £
1,13-22,97 + 9,10 uM Ki degerlerine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Sonug olarak,
AChE/BChE ve GST (Glutatyon S-transferazlar) enzimlerine karsi inhibitor 6zellikleri
Tacrine (AChE ve BChE icin) ve Etakrinik asit (GST i¢in) ile karsilastirilmistir (Karaytug
vd., 2023).

Ilkay Orhan ve arkadaslar1 (2007), in vitro olarak, bir dizi fenolik asidin (klorojenik,

kafeik, gallik ve Kinik asit) ve ¢esitli flavonoid tiirevlerinin (genistein, biochanin A,


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Karaytu%C4%9F/Mahmut+Onur
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naringin, apigenin, quercetin, luteolin-7-O-rutinoside, kaempferol-3-O-galactoside,
diosmin, silibinin ve silymarin) AChE ve BChE'ye karsi inhibitor aktivitelerini Elman
yontemi belirlemislerdir. Test numuneleri arasinda sadece quercetinin AChE'ye karsi
onemli bir inhibisyon etkisi (%76,2), gosterdigi bunun yaninda genistein %65,7, luteolin-7-
O-rutinoside %54,9 ve silibinin ise (%51,4) oraninda inhibisyon etkisi gosterdigi
gozlemlenmistir. Molekiillerin BChE {izerinde ise orta diizeyde bir inhibisyon etkisi
gosterdiklerini rapor etmislerdir. (Orhan vd., 2007).

Mehmet Koca (2022), 5-formilfuran- metil 4-nitro benzoat ve yeni tasarlanan (5-
formilfuran-2-metil 3,4-dimetoksibenzoat bilesiklerini sentezlemis, sentezlenen bilesiklerin
kimyasal yapilarini HRMS, *H NMR ve ¥C NMR ile karakterize etmistir. Bilesiklerin
AChE inhibitor etkisi in vitro kolorimetrik Ellman yontemi ile belirlenmistir. Bilesik 1 ve
Bilesik 2 i¢in ICso degerleri sirasiyla 3.25 uM ve 8.45 pM olarak bulmus ve AChE'ye kars1
inhibitor etkisi sergiledigini ifade etmistir. Bilesik 1 ve Bilesik 2 nin BChE'ye karsi
inhibitor etkisini belirlemek amaciyla bulunan ICso degerleri ise sirasiyla 8,45 uM ve 14,44
uM olarak bulmustur. Bilesiklerin molekiiler docking testlerinde 1EVE ve 1PO0I ile yapilan
kenetlenme simiilasyonlarinda, Bilesik 1'in baglanma serbest enerji skorlarinin Bilesik
2'nin baglanma serbest enerji skorlarindan daha yiiksek oldugunu bulmustur. Bu bakimdan,
bu tiirevlerin kolinesteraz inhibitorii olarak yeni ilaglarin  gelistirilmesinde

kullanilabilecegini rapor etmistir (Koca, 2022).

Esra Bilen (2019) ¢alismasinda, asetilkolinesteraz ve biitrilkolinesterazi (AChE, BChE)
inhibe eden yeni bir siilfonamid grubu iceren bilesikler sentezlemistir ve bu bilesiklerin
biyolenzimlere karsi gosterdigi yari derisim inhibisyon etkilerini (ICsp) in vitro olarak
belirlemistir. Hem siilfonamid hem de hidrazin grubu igeren farmakolojik 6zelliklere sahip
bilesiklerle, ¢esitli aldehit ve keton bilesiklerini igeren farkli substituent gruplari kullanarak
bir dizi alkil siilfonil hidrazon bilesikleri sentezlemistir. Bilesiklerin yapilar1 *H-NMR,
13C-NMR ve FT-IR yontemleriyle karakterize edildikten sonra, alkil siilfonil hidrazon
bilesiklerinin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine karsi inhibisyon etkileri
Ellman Metodu kullanilarak incelenmistir. Yapilan lgtimlerin sonuglari, 'GraphPad Prism
6' programi kullanilarak ICsp degerleri hesaplanarak elde edilmistir. Elde edilen sonuclara
gore, sentezlenen bilesiklerin tiimiiniin AChE ve BChE enzimleri iizerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi, ICso degerleri kiyaslandiginda en iyi sonucun AChE enzimi i¢in SH-2.3
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kodlu bilesigin (ICso = 5,27+0,05 uM) ve BChE enzimi i¢in ise SH-3.3 kodlu bilesigin
(ICs0 = 12,29+1,47 uM) oldugu rapor edilmistir. (Bilen, 2019).

Siileyman Akocak ve arkadaslar1 (2021) alti adet N-karbamimidoyl-4-(3-siibstitiie
feniliireido) benzensiilfonamid tiirevi serisi, sililfaguanidinin aromatik izosiyanatlarla
tepkimesi ile sentezlemislerdir. Yeni tireido-siibstitiie siilfaguanidin tiirevlerinin in vitro ve
in silico inhibitor etkileri, diabetus mellitus (DM) ve Alzheimer hastalig1 (AH) ile iliskili
a-glikozidaz (0-GLY), asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimleri
icin spektrofotometrik yontemlerle arastirilmistir. N-Karbamimidol-4-{[(3,4-diklorofenyl)
karbamoil] amino} benzen-1-siilfonamidin (2f kodlu bilesik), AChE ve BChE inhibitor
etkisi incelendiginde KI degerleri sirasiyla AChE icin 515,98+45,03 nM ve BChE i¢in ise
598,47+59,18 nM olarak bulmuslardir. N-karbamimidoyl-4-{[(3-klorofenil) karbamoil]
amino} benzen-1-siilfonamid (2e kodlu bilesik), 103,94+13,06 nM KI degeri ile gii¢lii a-
GLY inhibitor etkisi gostermistir. Yeni sentezlenen bilesiklerin antidiyabetik etkilerinin
anti-Alzheimer etkilerinden daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bunun sebebinin
bilesiklerin diyabetik enzim ile a-GLY tizerindeki inhibisyon etkisinin esteraz enzimleri

tizerindeki etkisinden daha biiyiik olmasina baglamislardir (Akocak vd., 2021).

Alena Komersova ve arkadaslart (2007), kolinesteraz aktivitesi tayinlerinde siklikla
bagvurulan Ellman spektrofotometrik yontemi ig¢in bazi detaylar1 rapor etmislerdir. Bu
metotda kromojen olarak 5,5-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB, Ellman reaktifi)
kullanmas1 gerektigini ve kolinesteraz aktivite seviyesini 412 nm'de absorbans artis1 olarak
karsimiza ¢ikacagii  ifade etmiglerdir. Bu  prosediirin  genellikle sorunla
karsilasilmayacagimi ama DTNB derisiminin asetiltiyokolin (ATCH) derisimindan yiiksek
oldugu durumlarda istisnalar ortaya ¢ikabilecegini ifade etmislerdir. DTNB/ATCH derigim
orant ATCH hidrolizi i¢in énemli bir parametre oldugunu DTNB fazlaliginin enzimatik
hidroliz oranin1 azaltarak daha diisiik bir enzim aktivitesi bulunacagini rapor etmislerdir
(Komersova vd., 2007).

Tugba Cengiz (2019) tez calismasinda, yeni sentezlenmis kumarin tiyazol tiirevlerinin
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraza (BChE) kars1 inhibisyon etkilerini (1Cso)
incelemis, bilesiklerin inhibisyon etkilerini belirlemek i¢in Ellman yontemini kullanmistir.
Elde edilen ICso degerlerini kontrol bilesigi olan Donepezil ile karsilastiran arastirmaci,

bilesiklerin oldukca iyi inhibisyon etkileri sergiledigini kanitlamistir. Her iki enzim icin en
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iyi inhibisyon etkisinin Naf-CTS (2-Hidroksi-1-naftaldehitkumarintiyazol) bilesigine ait
oldugu gozlemlenmistir. ICso degerleri kiyaslandiginda, en iyi sonuglarin AChE enzimi
icin Naf-CTS bilesigi ve BChE enzimi i¢in de Naf-CTS bilesigi oldugunu ifade etmistir.
Ayrica, bu bilesiklerin segilen bazi bakteri ve maya hiicreleri tizerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri de arastirilmis, yeni sentezlenmis bilesiklerin minimum inhibitér derigimi
(MIK), minimum bakterisidal derisimi (MBK) ve minimum fungisidal derisimi (MFK)
mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir. Sonu¢ olarak, sentezlenen bilesiklerin
kolinesteraz enzimlerine kars1 giiglii bir inhibitor olmanin yan1 sira giiglii antimikrobiyal ve

giiclii antifungal etkilere sahip oldugunu belirtmistir (Cengiz, 2019).

flgim Ceyhun (2022) yapmis oldugu tez calismasinda salkon tiirevi 12 bilesik sentezlemis
elde edilen bilesiklerin yapist IR, H-NMR, ®C-NMR ve Kiitle spektroskopisi ile
aydmlatilmistir. Sentezlenen salkon tiirevlerinin kolinesteraz enzimleri {izerindeki
inhibisyon etkisini arastirmis bilesiklerin higbirisinin BChE enzimi iizerinde énemli bir
inhibisyon etki gostermedigini belirtmis ancak 2d, 2f, 2j ve 21 kodlu bilesiklerin AChE
tizerinde kayda deger bir etki gosterdigini ifade etmistir. Ayni1 zamanda yliksek inhibisyon
aktivitesi gosteren bilesikler {izerinde enzim-kinetik ¢alismasi ile substrat-enzim
iliskisindeki etkinligini de arastimigtir. Bunun yaninda AChE enzim aktif bolgesinin
belirlenmesi igin molekiiler docking ¢alismasi da yapilmak suretiyle enzim aktif bolgesi ile
baglanma noktalari tespit etmistir. Bu baglamda AChE enzim aktif bolgeleri ile en giiclii
etkilesimin 2f kodlu bilesik oldugunu rapor etmistir (Ceyhun, 2022).

Gozde  Sayar  Gimis  (2017),  yurittigi  tez  ¢alismasinda,  4-(1H-
benzimidazol/benzoksazol/benzotiyazol-2-il) benzohidrazit-hidrazon tiirevi olan 39 bilesigi
tasarlayarak sentezlemistir. Bu bilesikler, hem benzimidazol, benzoksazol veya
benzotiyazol iskeletini hem de hidrazon yapisini icermektedir. Sentezlenen ve saflastirilan
bilegiklerin yapilarmi IR, *H NMR, kiitle spektrumlar1 ve elementel analiz kullanarak
belirlemistir. Bilesiklerin AChE/BChE iizerindeki inhibitor etkilerini modifiye edilmis
Ellman testi ile degerlendirmistir. Tiim bilesikler, AChE enzimine karsi 1.0-10.7 uM
araliginda bir inhibisyon etkisi gostermistir. Seri icinde AH-9 bilesiginin, referans bilesigi
galantamine'e yakin bir AChE inhibisyonu sergileyerek en etkili bilesik oldugunu
belirtmis, ayn1 zamanda CH-6 bilesiginin sadece AChE'ye degil, aym1 zamanda BChE'ye
karsi da iyi bir inhibisyon gosterdigini rapor etmistir. (Glimis, 2017).
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Aziz-ur-Rehman ve arkadaslar1 (2012), 2-feniletilamin formundan tiiretilmis bir dizi
Siilfonamidler sentezlemisler ve tiirevleri IR, H-NMR ve EI-MS ile Kkarakterize
etmiglerdir. Sentezlenen bilesiklerin asetil kolinesteraz (AChE), biitiril kolinesteraz
(BChE) ve lipoksijenaz enzimine (LOX) kars1 inhibisyon kabiliyetlerini incelemisler ve
sadece biitiril kolinesteraz tizerine giiglii inhibitdr olduklarini tespit etmislerdir (Afroz vd.,
2012).

Maryam Mohammadi-Khanaposhtani ve digerleri (2015) ¢alismalarinda, yeni akridon-
1,2,4-oksadiazol-1,2,3-triazol  hibritleri  sentezlemisler ve asetilkolinesteraz  ve
biitirilkolinesteraz enzimlerine karsi inhibisyon c¢alismalar1 yapmuslardir. Sentezlenen
bilesikler —arasinda  10-((1-((3-(4-metoksifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-)methyl) akridin-9(10H)-on en gii¢lii antiasetilkolinesteraz inhibit6rii oldugunu
gostermislerdir. (ICso = 11.55 IM) Ayni zamanda kontrol numunesi olarak test edilen
rivastigmin kadar giiclii bir inhibisyon etkisine sahip olduklarimi da rapor etmislerdir.
Calisma ayn1 zamanda molekiiler doking ile desteklenmistir (Khanaposhtani vd., 2015).

Akocak ve arkadaglari (2019) sentezledikleri bir dizi Histamin Schiff bazlarinin
antioksidan aktivitelerinin yanisira asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon
etkilerini de test etmislerdir. Sentezlenen Histamin Schiff bazlar1 H(1-20) tizerine DPPH
ABTS (CUPRAC) ve metal selatlama gibi antioksidan testleri uygulanmis, ayrica
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyon profilleri de
degerlendirilmistir. Genel olarak, sentezlenen bilesikler test edilen tiim yontemlere karsi
zayif antioksidan aktivite gostermis iken bilesiklerin bazilart AChE ve BChE enzimlerine
kars1 biiyiik inhibisyon potansiyeli gdsterdigini rapor etmislerdir. Ozellikle, H9 bilesigi
sirastyla %97.03 ve %93.64 inhibisyon yiizdesi ile her iki enzime kars1 etkili bir inhibisyon
potansiyeli gosterdigini ifade etmislerdir (Akocak vd., 2019).

Nabih Lolak ve digerleri (2020), aromatik halka ile siibstitiie edilmis 1,3,5-triazin tiirevleri
iceren 16 yeni benzensiilfonamid serisi sentezlemisler ve bu bilesiklerin antioksidan
ozellikleri (DPPH), (ABTS) ve metal selatlama yontemleri ile belirlenmistir. Ayrica
asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 inhibitor etkilerini
de aragtirmiglardir. Sentezlenen benzensiilfonamidler orta diizeyde DPPH radikal siipiiriicii
ve metal selatlayic1 6zellik gostermis iken diisiik ABTS katyon radikal siiptirme aktivitesi

gOstermistir. Aytica sentezlenen bilesikler arasinda b, 3d ve 3h bilesikleri AChE ve BChE
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ye kars1 inhibisyon etkisinin gdsterdigini ifade etmislerdir. Ozellikle AChE'ye kars1 %90
inhibisyon yiizdesine sahip olduklarini rapor etmislerdir (Lolak vd., 2020).

Mustafa Durgun ve arkadaslar1 (2020) tarafindan diisiik toksisiteye ve bir¢ok biyoaktivitesi
oldugu bilinen Siilfonamid yapisina sahip sekiz siilfonamid tiirevi sentezlemis ve LC-MS,
element analizi, FT-IR, *C NMR, 'H NMR ile karakterize etmislerdir. AChE ve karbonik
anhidraz | ve Il enzimleri iizerindeki inhibitor etkileri de arastirilmig, ayn1 zamanda
antioksidan aktiviteleri de farkli biyoanalitik testler (CUPRAC ve FRAP deneyleri ABTS
ve DPPH ve metal indirgeme) kullanilarak belirlenmistir. AChE ve CA izoformlarina kars1
tim bilesikler nanomolar degerlerde tatmin edici inhibitor giicii gostermistir. Antioksidan
aktiviteleri ve AChE inhibisyonlar1 gbéz Oniine alindiginda bu yeni bilesiklerin
norodejeneratif hastaliklardaki aragtirmalar igin Oncii olarak kabul edilebilecegini

bildirmislerdir (Durgun vd., 2020).

Karaman ve ekibi (2016), ila¢ tasariminda onemli substratlar olarak kabul edilen
hidrazonlar ve piperidin halkasi igeren bilesikler tasarlayarak, etil 4-oksopiperidin-1-
karboksilat ve 2,6-difenilpiperidin-4-on'dan tiiretilen yeni benzoil hidrazonlarin sentezini
amaclamistir. Elde edilen bilesiklerin antioksidan, antikolinesteraz ve antikanser
aktiviteleri degerlendirilmistir. incelenen 19 bilesik arasinda, en yiiksek antikolinesteraz
aktivitesine sahip olanin N'-(2,6-difenilpiperidin-4-il)-4 klorobenzohidrazid oldugu
gozlemlenmistir. Diger bilesiklerin AChE enzimi igin 50-100 mM arasinda, BChE ise
50,00-155,57 mM ICsp degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bilesigin ICso degerleri
sirastyla 41,19 mM ve 31,30 mM olarak bulunmustur. Ayrica, bu bilesigin BChE enzimi
icin kullanilan standart galantaminden daha iyi bir inhibitér oldugu goézlemlenmistir

(Karaman vd., 2016).

Akincioglu (2023) 1-brom-2,4-dimetoksibenzen ve 1-brom-3,5-dimetoksibenzen'den
tiiretilen benzersiz benzensiilfonamit ve benzamit tiirevleri sentezlemis ve bu bilesiklerin
CA-l, CA-Il, AChE ve BChE enzimleri tizerindeki inhibisyon aktivitelerini incelemistir.
Yeni amit tiirevleri olan 9 ve 11'in sentezi, ¢ikis bilesikleri 8 ve 10'un siilfonil kloriir ile
reaksiyonuyla gergeklestirilmistir. Metoksi substitue benzenlerin asir1 HSOs3Cl ile
muamelesi, ardindan elde edilen benzen siilfonil kloriirlerin amonyak ile reaksiyonu

stilfonamitleri 16 ve 17'ye doniistiirmistiir. Sentezi tamamlanan siilfonamit ve benzamit
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tirevlerinin CA-l, CA-1l, AChE ve BChE enzimleri iizerinde mikromolar seviyede

inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Akincioglu vd., 2017).

Pratibha Magar ve arkadaslar1 (2021) tarafindan 14 adet tasarlanmis benzil [2-
(arilsiilfamoil)-1-stibstitiie-etil] karbamattan olusan bir seri hazirlanmis, ¢ok asamali
sentezle iretilmis ve karakterize edilmstir. Elde edilen tiim bilesikleri asetilkolinesteraz
(AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyon testlerine tabi tutmuslardir. Ug bilesik
disinda, tiim bilesikler gii¢lii BChE'nin inhibisyonu géstermis bunlardan dokuz bilesigin
klinik olarak kullanilan rivastigminden bile daha aktif oldugunu bulmuslardir. Ayrica bu
bilesiklerin hem BChE'nin aktif bolgesine baglanma sekli hem de AChE arasindaki iliski

bir molekiiler modelleme ¢alismasi ile modellenmistir (Magar vd., 2021).

Damla Demir (2013) tarafindan gerceklestirilen caligmada, yeni sentezlenen akridin
stilffaguanidin tiirevi bilesiklerin CAl ve CAIl karbonik anhidraz izoenzimleri tizerindeki
inhibisyon etkisini incelemis, insan eritrositlerinden CAl ve CAIl izoenzimlerini ayr1 ayri
saflagtirmis ve SDS-PAGE elektroforezi ile enzimlerin safligi kontrol edildikten sonra
bilesiklerin CAl ve CAIl izoenzimleri tizerindeki inhibisyon etkilerini degerlendirmistir.
Bilesiklerin inhibisyon etkisini belirlemek amaciyla karbonik anhidraz enziminin esteraz
ve hidrataz aktivitelerini O6lgmils, % Aktivite-[I] grafikleri ¢izerek ICsp degerlerini
belirlemistir. Elde edilen sonuglara gore, bilesiklerin CAl ve CAll izoenzimlerinin hidrataz
aktiviteleri tlizerinde inhibisyon etkisi gostermedigi, ancak esteraz aktiviteleri lizerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmada, esteraz ICso degerleri CAl igin

118,4-257,5 uM arasinda, CAIl i¢in ise 86,7-177,2 uM arasinda degismistir (Demir, 2013).

Pmar Giille 2021 g¢alismasinda sentezlenen 4-etilrezorsinol ve 5-metilrezorsinol'iin insan
eritrositlerinde ve gastrointestinal sistemde en ¢ok bulunan CA izozimi olan ve insan
eritrositlerinden afinite kromatografisi ile izole edilen Karbonik Anhidraz-1 (CA-l),
tizerindeki primer etkilerini analiz etmis ve bilesiklerin in vitro inhibisyon galigmalarini
yapmis ve bilesikler ile enzim arasindaki etkilesimler molekiiler doking c¢alismasi ile
aciklanmistir. Hem 4-etilresorsinol hem de 5-metilresorsinoliin, enzimi 0,81+0,23 ve
0,79+£0,14 uM Ki sabiti ile yarigmali olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Molekiiler doking
analizine gore bilesiklerin tahmini baglanma serbest enerjisi sirasiyla -4.81 ve -4.51

kcal.mol-1 olarak tahmin edilmistir (Giiller, 2021).
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Nabih Lolak ve arkadaslar1 (2019) 4-izosiyanato-benzensiilfonamidin 2-amino-4,6-
dikoloro-1,3,5-triazin (4) ile tepkimeye sokulmasiyla sentezlenen 1,3,5-triazin pargalarini
iceren bir dizi yeni iireido benzensiilfonamid bilesiklerinin, glokom, epilepsi gibi ¢esitli
hastaliklarda rol oynayan insan kaynakli karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) izoformunun,
yani CAl, II, IX ve XlII'nin iizerine inhibitdr etkilerini arastirmistir. Izoform CAIX, 0.91-
126.2nM araliginda Ki iceren bu bilesiklerle giiclii bir sekilde inhibe edildigi goriilmiistiir.
Spesifik olarak da bilesik 7j, 0.91 nM'lik alt nanomolar Ki ile CAIX'a kars1 biiyiik bir etki
gosterdigini CAIX, antikanser ajanlar i¢in onaylanmis bir ila¢ hedefi oldugundan, bu
izoform secici ve giiglii inhibitdrlerden daha ileri tibbi/farmakolojik ¢aligmalar igin ilgi

c¢ekici oldugu diisiiniilebilecegini rapor etmislerdir (Lolak vd., 2019).

Claudiu T. Supuran (2010), yazmis oldugu derleme calismasinda Karbonik anhidrazlar
hakkinda bilinenler ve metabolik 6nemi hakkinda detayli bilgiler vermistir. Buna gore
karbonik anhidraz tiim organizmalarda yaygin olarak bulunan enzimlerdir ve CO>
hidrasyonunu bikarbonat ve protonlara katalize ederler. Bunlarin inhibisyonu, g¢esitli
diiiretik smiflart ve sistemik etkili antiglokom ajanlar1 i¢in onlarca yildir klinik olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda CA inhibitorlerinin (CAl'ler) topikal etkili antiglokom,
antikonviilzanlar, antiobezite, antiagri ve antitimor ajanlari/tan1 araglar1 gibi yeni
uygulamalar1 ortaya ¢ikmistir. Bu CAl'ler, memelilerde bulunan 13 katalitik olarak aktif
alfa-CA izoformunun ¢esitli izozimlerini hedefler. Alfa, beta, gama, delta ve zeta
familyalarina ait CA'lar filogenetik agacin her yerindeki bir¢ok organizmada bulunur ve
bunlarin inhibisyonu sonugta bazi patojenik protozoalar (Plasmodium falciparum),

mantarlar (Cryptococcus neoformans) i¢in incelenmistir (Supuran, 2010).

Claudia Temperini (2008) yaptiklart ¢alismalarinda hidroklorotiyazid, hidroflumetiyazid,
kinetazon, metolazon, klortalidon, indapamid, furosemid ve bumetanid gibi siilfonamid
ditiretikleri karbonik anhidrazlarin inhibitorleri olarak test etmislerdir. Sonuglarda CA
II'nin orta ila zayif inhibitér olarak davranmalarina ragmen, tiim bu ilaglarin, omurgali
canlilarda bulunan 16 karbonik anhidraz izozimleri arasinda 6nemli 6l¢iide inhibe
ettiklerini rapor etmisler. CA VII, XII ve XIII'e kars1 metolazon, CA VB, VII, IX, XII ve
XIII'e kars1 klortalidon, CA VII, IX, XII ve XIII'e kars1 indapamid, furosemid gibi bu tiir
izoformlara karsi bazi diisiik inhibitorler olduklarini belirlenmislerdir (belirlemislerdir
olacak)(Temperini vd., 2008).


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AClaudia%20Temperini
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Chandra Bhushan Mishra ve arkadaslar1 (2018), yaptiklari ¢alismada iki dizi yeni
benzensiilfonamid tiirevi sentezlemis ve dort izoforma (CAIl, CAll, CA VII ve CAIX) kars1
insan kanindan izole edilen karbonikanhidraz enzimlerinin inhibisyon etkilerini analiz
etmislerdir. Her iki serinin bilesiklerinin, tiim izoformlara kars diisiik veya orta nanomolar
engelleme potansiyeli gosterdigini bulmuslardir. Bu tiirevlerin bazilari, nanomolar
derisimlerde epileptogenezle iliskili CAll ve VII izoformlarina karsi segici inhibisyon
sergilemis bu giiclii CAII ve VII inhibitorlerin MES ve sc-PTZ'nin neden oldugu istemsiz
kasilmalara karsi antiepileptik ajanlar olarak degerlendirmislerdir. Sentezlenen
stilfonamidlerin her iki modelde de tetiklenen nobetleri etkili bir sekilde ortadan kaldirdig:

rapor edilmistir (Mishra vd., 2018).

Mostafa M. Elbadawi ve arkadaslar1 (2022) c¢alismalarinda sentezlenen bir dizi
benzensiilfonamid tiirevleri, CA (CAI, Il, IX ve XII) izoformlarina kars1 6nleyici etkilerini,
incelenen izoformlar Ki araliklariyla (CA I i¢in 49,3-6459 nM, CA 1I i¢in 5,1-4171 nM,
CA IX igin 9,4-945,1 nM ve CA XII i¢in 5,2—-1159 nM ) degisken derecelerde etkileme
yeteneklerini test etmislerdir. Ayrica SAR analizi, siilfamoil islevselliginin para-
pozisyonunda asilanmasinin yani sira CA inhibitor aktivitesi icin hacimli bir hidrofobik
kuyrugun dahil edilmesinin 6nemine isaret etmistir. En gii¢lii CA IX inhibitorleri 6f ve 16
bilesiklerinin meme kanseri hiicre dizilerine kars1 etkili hiicre biiylimesini onleyici aktivite

sergiledikleri rapor edilmistir (Elbadawi vd., 2022).

Fatma Yaylac1 Karahalil ve arkadaslar1 (2021) sentezledikleri dort farkli bilesikte insan
karbonik anhidraz (CAI) enzimi {izerine inhibisyon etkisini incelemislerdir. Bu bilesikler
sunlardir: (4-amino-3-fenil-5-p-tolil-4H-1,2 4-triazol), (2,5-difenil-1,3,4-oksadiazol), (4-
metil-N-(1-tosil-1H-1,2,4-triazol-3yl) benzen siilfonamid) ve (4-((5-) bromo-2-hidroksi
beniliden)  amino)-5-(4-klorofenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-on.  CAl  esteraz
aktivitesi ile 6l¢iilen IC50 degerleri CAI i¢in 0,023 ila 0,095 mM arasinda bulunmustur. 4
numarali bilesik en yiiksek inhibisyon degerini gostererek CAI i¢in Ki degerleri 0,046 ile
0,056 mM arasinda degismis, en yiiksek Ki degeri yine 4 numarali bilesik i¢in dlgiilmiistiir.
(Karahalil vd., 2021).

Pervaiz Ali Channar ve arkadaslar1 (2022) Bir seri hidrazin-1-karbotiyoamid tiirevi (3a-3j)
sentezlemisler ve sigir kanindan elde edilen karbonik anhidraz 1l (b-CA 1I) ve 15-

lipoksijenaza (15-LOX) karst inhibitér potansiyeli agisindan analiz etmislerdir.


https://sciprofiles.com/profile/author/TXoxR3JuQWtSWm5ZWmZaOXpuNXBlUlFRMUhwbGVhOS9LS2pBQktMcnRSRT0=
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Sentezlenen dort tiirevin de (3b, 3d, 3g ve 3j), CA II'nin segici inhibitdrleri oldugu
belirlenmis, digerleri ise CA II ve 15-LOX inhibisyonu sergilediklerini belirtmislerdir.
Bilesiklerin aktif bolgelerinde olasi baglanma modunu bulmak i¢in hem b-CA 1l hem de
15-LOX"un en gi¢lii inhibitorlerinin silico caligmalar1 yapilmis, ayrica molekiiler doking
simiilasyonu bu ligandlarin iki hedefe kararli bir sekilde baglandigini ve baglanma enerjisi

de 3h bilesiginin 6nleyici etkilerini dogruladigini rapor etmislerdir (Channar vd., 2022).

Buse Gokmen (2022) c¢alismasinda sentezlenen yeni triazol bilesiklerinin, in vitro
sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢cin MTT (metabolik aktivitenin Ol¢limiine dayali hiicre
oliimii/proliferasyonu) testi, Flow sitometri ile apoptoz analizi, i¢in AMES (genotoksik
potansiyel) testi ve HET-CAM testi (anjiyogenik/antianjiyogenik etki) yapmistir. MTT
testi sonrasinda ICsp degerleri hesaplanan bilesiklerin pozitif kontrole gore daha diisiik
sitotoksik etkiye sahip oldugunu rapor etmis, bu test sonucunda elde edilen degerler ile
bilesiklerin 1xICso ve 2XxICso degerlerini hesaplayarak apoptotik aktivitesine bakmus,
sonuglarda apoptoz ve nekroz tespiti yapmistir. AMES testi sonucunda bilesiklerde
herhangi bir genotoksik etki gézlemlenmis, HET-CAM testi bilesiklerin anti-anjiyogenik
etki gosterdiklerini belirlemistir (Gokmen, 2022).

Pmar Erkekoglu ve Terken Baydar (2021) derleme calismalarinda, sitotoksisitenin veya
hiicre canliligimnin belirlenmesi i¢in basvurulan yontemler hakkinda kapsamLi bilgiler
sunmuslardir. Bu yontemleri, boyama yontemleri, kolorimetrik yontemler, florometrik
yontemler, luminometrik yontemler, apoptozun belirlenmesi i¢in kullanilan gesitli teknikler
ve otofajinin belirlenmesi i¢in kullanilan farkli teknikler olarak siniflandirmislardir.
Arastirmacilarin, kullanacaklar1 yontemi segerken maddenin hangi mekanizma ile hiicre
Oliimiine neden oldugunu, yontemin Ozgiinliigiinii ve hassasiyetini dikkate almalarinin

onemli oldugunu vurgulamiglardir. (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

Wu ve arkadaslar1 (2014) tarafindan, bir dizi 2,3-diaril-4-tiazolidinon tiirevini, iyi bilinen
iki kanser hiicre hattina (insan akciger kanseri olarak A549 ve insan meme kanseri olarak
MDAMB- 231) kars1 ¢cogalma onleyici 6zellikleri agisindan sentezlemistir. Bilesik 6a ve
6bnin, timdr biiylimesini ve metastazi baskiladig1 ve ayn1 zamanda hayatta kalma oranini

arttirdigini rapor etmislerdir (Wu vd., 2014).
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Bilgesu Onur SUCU ve Elif Beyza KOC (2022) ¢alismalarinda hibrit sentezlenmis dokuz
adet ferulik ve kafeik asit bazli 1,2,4- ve 1,3,4-oksadiazol bilesiklerinin sitotoksik
aktivitesini esas olarak glioblastoma (GBM) hiicre hatlarina kars1 degerlendirmislerdir. 1
ve 5 numaral1 bilesiklerin saglikli insan mezenkimal kok hiicrelerine (hMSC'ler) toksisite
olmaksizin ii¢ farkli GBM hiicre hattina (LN229, T98G ve U87) kars1 en yiiksek inhibitor
aktiviteye sahip oldugunu, ayrica sitotoksisiteleri diger ii¢ kanser hiicre hattina karsi da
degerlendirilmis ve inhibitor etkinin daha fazla gbzlendigini gostermislerdir. Sentezlenen
bilesiklerin kanser tedavisi i¢in yeni ila¢ adaylarinin gelistirilmesinde 6ncii ¢caligmalar i¢in

biiyiik bir potansiyele sahip olduklarini rapor etmislerdir (Sucu ve Kog, 2022).

Panneer Selvam T ve Vijayaraj Kumar P (2010), anti-kanser ozelliklerini belirlemek
amaciyla bir dizi 6,7,8,9 Tetra hidro-5H-5-fenil-2-benzilidin-3-siibstitiie hidrazino tiyazolo
(2, 3-b) kinazolin (6a-0) sentezlemislerdir. Anti-kanser aktiviteleri i¢in sitotoksisiteyi veya
hiicre canliligin1 degerlendirmek i¢in en sik kullanilan kolorimetrik testlerden biri olan
MTT  (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il)  -2-5-difeniltetrazolyum  bromiir) testi ile
degerlendirmislerdir. 6,7,8,9 Tetra hidro-5H-5-fenil-2-benzilidin-3-(N’-3-
pentilidenhidrazino) tiyazolo (2, 3-b) kinazolin (6b) ve 6,7,8,9 Tetra hidro-5H-5-fenil-2-
benzilidin-3-(N’-2-pentilidenhidrazino) tiyazolo (2, 3-b) kinazolin (6¢) en giicli anti-
kanser aktivitesini sergilediklerini gostermislerdir (Panneer ve Kumar, 2010).

Yasir Almusawi (2019) tarafindan ii¢ asamaya boliinmiis olan arastirmasinda, yeni
sentezlenen yedi isoindol tiirevinin biyolojik aktivitelerini detayli bir sekilde arastirmistir.
Bu bilesiklerin antikanser aktivitelerini, HeLa (Yumurtalik kanseri) ve A549 kanser hiicre
hatlarma (Akciger kanseri) karsi test etmistir. (Henrietta Lacks isimli kadindan alinan
rahim agz1 dokusundan dolayr HeLa ismi verilmis) Baslangicta, her bir bilesigin HelLa ve
A549 hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla hiicre canliligini
(MTT analizi) degerlendirmistir. Yani, her bir bilesigin ICso degerini dlgerek, hiicrelerin en
az yarisim dldiirmek icin en etkili bilesigi belirlemistir. Ikinci olarak, Annexin V-FITC
kullanarak Flow sitometrisinde programlanmis hiicre 6liimiiniin etkisi ve hiicre dongiisii
tizerindeki etkileri en iyi ICso'ye sahip bilesikler i¢in her hiicre hatti i¢in aragtirmistir. Son
olarak, bu yeni isoindol tiirevlerinin hiicre gogii tizerindeki etkisini incelemek iizere yara

iyilesmesi testi olarak da bilinen kazima testi uygulanmistir (Almusavi, 2019).
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Keyvan Pedrood ve digerleri (2023) Triazol-asetamid igeren kinazolin bazli yeni bir serisi
tasarlamis ve sentezlemislerdir. Elde edilen tiim bilesikler, HCT-116, MCF-7 ve HepG2 adli
insan kanser hiicre hatlarinin yani sira normal bir hiicre hattt olan WRL-68 e kars1 in vitro
sitotoksik aktiviteler icin test edilmistir. Sonug olarak, kinazolin-oksimetiltriazol bilesiklerinin
48 ve 72 saat sonra orta ila iyi antikanser potansiyeli gosterdiklerini, HCT-116'ya kars1 en
giiclii tiirev 8a bilesiginin gosterdigini rapor etmislerdir. Tiim tlirevlerin normal hiicre hattina
karst smurli toksisite gostermesi dikkat ¢ekici bulunmakla beraber ayrica bu yeni tiirevlerle

olasi hedefler arasindaki etkilesimleri anlamak igin kenetlenme ¢alismalar1 da sunmuslardir
(Pedrood vd., 2023).

Iffet Sakiyan ve digerleri (2015), Alzheimer hastaligmin tedavisi icin yeni etkili
asetilkolinesteraz inhibitorii olarak tasarlanan bir dizi hidroksikinolin ester igeren yeni
aminoasit yapili bilesikler sentezlemislerdir. Molekiillerin antibakteriyel aktiviteleri
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi H,
Brucella abortus'a karsi, iyl difiizyon yontemi ile c¢alismislar. Ayni1 zamanda
Staphylococcus epidermis sp., Micrococcus luteus, Shigella dysenteria tip 10, Bacillus
cereus, Pseudomonas putida ve Candida albicans'a kars1 antifungal aktivite testlerine tabi
tutmuslardir. Bilesiklerin AChE {izerinde inhibisyon potansiyeli Ki'ye gore sirasiyla
MetEs>CysEs>GIlyEs>HisEs sirasiyla tespit etmisler, aynt zamanda MetEs, HisEs, CysEs
bilesiklerinin gram (+), gram (-) ve antifungalleri incelenmis ve GIyEs, Sh.dys. typ 7'ye
kars1 inaktif, L.monocytogenes, B.cereus ve E.coli ye kars1 da aktif oldugu goriilmiistiir

(Sakiyan vd., 2015).

Elif Koyuncu, Ahmet Yasar, Fatma Arslan ve Nursen Sari (2019), takrinin (9-amino-
1,2,3,4-tetrahidroakridin) bazi yeni Schiff bazi tiirevlerinin asetilkolinesterazi (AChE)
inhibisyon potansiyelleriini arastirmislardir. Takrinin yeni Schiff bazi tiirevlerini (3a-g)
sentezlemisler ve c¢esitli yontemlerle (FT-IR, 1H-NMR, 13C-NMR, vb.) karakterize
etmiglerdir. ~ Sentezlenen bilesiklerin AChE {izerindeki inhibisyon etkilerini
spektrofotometrik Ellman yontemi ile aragtirmiglar, 1Cso, Ki, KM ve Vmax degerleri ve
inhibisyon tiplerini belirlemislerdir. Tiim bilesiklerin tersinir olarak AChE inhibitorii
ozelligine sahip oldugu goriilmiistiir. Takrinin ICso degeri 34.1 nM olarak hesaplanmis 3a
bilesiginin ICso degeri 22,1 = 1,11 nM ile en gii¢lii inhibitor olarak bulunmustur (Koyuncu
vd., 2019).
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Kalin ve digerleri (2020) yaptiklari ¢aligmada, karbamat iceren bir dizi yeni anandamid
birimi tasarlamislar ve sentezlemislerdir. Sentezlenen tiim tiirevler, elektrikli yilan balig
asetilkolinesteraz enzimine (AChE) karsi inhibitor potansiyelleri agisindan in vitro olarak
degerlendirilmis ve tersinir inhibisyonlar gostermistir. 7a, 7d, 7e ve 7f bilesikleri AChE'nin
karigik inhibisyon gostermisler, 7b, 7c ve 7g bilesikleri yarigmali inhibisyon
gostermemislerdir. (Ki araliginda 0,93-8,86 uM) Kinetik ¢aligmalar sonucunda 7b, 7c, 7f
ve 7g bilesiklerinin 6nemli O6l¢iide AChE aktivitesi gostermistir. Molekiiler doking
analizleri, AChE aktivitesini degerlendirmek i¢in yapilmis, baglanma tipi ve sentezlenen
bilesiklerin enzime ligand-baglama ile etkilesimleribelirlenmistir. AChE inhibitorleri

Alzheimer tedavisi i¢in yararl 6ncii bilesikler olabilir (Kalin vd,. 2020)

Ummiithan Ozmen Ozdemir, Aysegiil Altuntas, Ayla Balaban Giindiizalp, Arslan ve
Hamurcu (2014), baz1 yeni aromatik/heteroaromatik propanesiilfonilhidrazon tiirevleri
sentezlemisler ve elementel analizler, FT-IR, 1H NMR, ¥*C NMR, LC/MS ile sentezlenen
bilesiklerin kontrolii yapilmistir. Sentezlenen bilesiklerin karbonik anhidraz II {izerindeki
inhibisyon aktiviteleri (CAIl) izoenzimi ICso degerleri karsilastirilarak arastirilmistir.
Asetazolamid (5-asetamido-1,3,4- CAII inhibisyonunda klinik olarak kullanilan AAZ
(tiyadiazol-2-siilfonamid) standart inhibitor madde olarak secilmistir. Bu izoformun
aromatik/heteroaromatik propanesiilfonilhidrazon inhibitorlerinin o-
aminobenzaldehitpropanstilfonilhidrazon ve tiyofenikarboksialdehit
propansiilfonilhidrazon ile ayni ICso (0,55 mM) degerine sahip oldugu goriilmiistiir
(Ozmen Ozdemir vd. 2014).

Ozdemir ve digerleri (2014), Etan siilfonik asit hidrazid tiirevleri olarak 5-metilsalisil-
aldehitetansiilfonilhidrazon (Smsalesh), 5-metil-2-hidroksiasetofenonetan siilfonilhidrazon
(Smafesh) ve bunlarin Ni(Il), Co(Il) kompleksleri ilk kez sentezlenmisler ve bilesiklerin
yapisi elementel analiz, FT-IR, *H NMR, *C NMR, LC/MS ile yapilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin antibakteriyel aktiviteleri Gram (+) bakterilere (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Bacillus magaterium) ve Gram (-) bakterilere (Salmonella enteritidis,
Escherichia coli) 'ye karst mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Biyolojik
aktivite taramasi ligandlarin test edilen bakterilere karsi komplekslerden daha fazla
aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. Inhibisyon &zelligi bu  bilesiklerin

karbonikanhidraz II (CA II) tizerindeki aktiviteleri karsilastirilarak arastirilmistir. ICso ve
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Ki degerleri hesaplanmis ve komplekslerin enzim inhibisyonuna sahip oldugu bulunmustur

(Ozdemir vd,. 2014).
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3. ARAC GEREC VE DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Sentez Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tiim kimyasal maddeler ve susuz ¢6ziictiler, Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar ve TCl'dan
satin alinmis ve daha fazla saflagtirilmadan kullanilmistir. Erime noktalar1 (mp), SMP20
erime noktast cihazi ile belirlenmis ve okunan degerler diizeltilmeden aynen
kaydedilmistir. FT-IR spektrumlari, Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrometresi
kullanilarak elde edilmistir. Bilesiklerin Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR ve 3C-
NMR) spektrumlari, ¢6ziicii olarak DMSO-d6 i¢inde, Bruker Advance III 300 Mhz
spektrometre ve i¢ standart olarak 'H-NMR igin 300 Mhz ve *C-NMR igin 75 Mhz'de
calisan TMS kullanilarak kaydedilmistir. Kimyasal kaymalar TMS’ye gore ppm cinsinden
ifade edilmistir. Boliinme desenleri singlet (s), doublet (d), triplet (t), quartet (q) ve
multiplet (m) olarak belirtilmistir. ince tabaka kromatografisi (TLC), Merck silika jel 60
F254 plakalari tizerinde gergeklestirilmistir.

3.2. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler
ve Cihazlar

Tiim kimyasal maddeler ve susuz ¢oziiciiler Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar ve TCl'dan
satin almip kullanilmistir. Asetilkolinesteraz, Asetil Kolin Iyodiir, DMSO (Dimetil
stilfoksit), DTNB (5,5-Ditiyobis (2-Nitro-benzoik asit)), sodyum sitrat, Tris-HCI (Tampon
Cozelti), Donepezil.

Kullanilan cihazlar: Ohaus Corporation, 8-14,5 V-50/60 Hz 4VA Max. Cap:210 g marka
hassas terazi, IKA C-MAG HS7-WiSD MSH-20A marka karistiric, Starter 3100 Ohaus
marka pH metre, UVMINI-1240 Shimadzu marka Spektrofotometre, CalPro Otomatik
Pipet 10 - 100 nL/ 100-1000 pL.

3.3. Biitirilkolinesteraz Enzim Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasal
Maddeler ve Cihazlar

Tim kimyasal maddeler ve susuz ¢oziiciiler Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar ve TCl'dan

satin alinip kullanilmistir. Biitirilkolinesteraz, S-Butiriltiyokolin iyodiir, DMSO (Dimetil
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stilfoksit), DTNB (5,5-Ditiyobis (2-Nitro-benzoik asit)), sodyum sitrat, Tris-HCI (Tampon
Cozelti), Donepezil.

Kullanilan cihazlar: Ohaus Corporation, 8-14,5 V-50/60 Hz. 4VA Max. Cap:210 g marka
hassas terazi, IKA C-MAG HS7-Wisd MSH-20A marka karistirici, STARTER 3100
OHAUS marka pH metre, UV Mini-1240 Shimadzu marka Spektrofotometre, CalPro
Otomatik Pipet 10- 100 nL/ 100-1000 puL

3.4. Karbonik Anhidraz Enzim Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Kimyasal
Maddeler ve Cihazlar

Tiim kimyasal maddeler ve susuz ¢oziiciiler Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar ve TCl'dan
satin almip kullanilmistir. Indikatér olarak Fenol kirmizisi, tampon olarak NaSOs
/NaClOa, substrat olarak 25 °C ‘de doygun CO2 ¢ozeltisi, ¢oziicii olarak DMSO, kullanilan

tiim, CA izozimleri 6nceden elde edilen rekombinant proteinlerdir.

Kullanilan cihazlar; SX.18MV-R Applied Photophysics (Oxford, UK) durdurulmus akis
cihazi gesitli CA izozimlerinin katalitik/inhibisyonunu test etmek i¢in kullanilmistir. Cesna

Marka Inkiibator cihazi kullanilmustir.

3.5. Antikanser Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

DMSO, 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Kullanilan cihazlar: Inkiibator, ELISA (mikroplaka okuyucu).

3.6. Bis-Ure Tiirevi Primer Benzensiilfonamitlerin Genel Sentez Yontemi

Molekiillerin sentezinde asagida tepkime semasinda gosterilen metod kullanilmistir (Sekil
3.1.). Tepkime kisaca su sekilde yapilmistir, 2 mmol siilfonamid yapili molekiil 5 mL
asetonitril igerisinde ¢Oziilmiistiir. Diger taraftan 1 mmol bis-izosiyanat 2-3 mL
asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak
suretiyle ilave edilmistir. (Y1 i¢in 1,4-Fenilen diizosiyaniir, Y2 i¢in 4,4 -Metilenbis (fenil
izosiyanat), Ys i¢in 3,3 -Dimetil-4,4 -bifenilen izosiyanat Y4 i¢in 4-Metil-1,3-fenilen

diizosiyanat) Sonrasinda, karistirma islemine oda sicakligi altinda 2 giin boyunca devam
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edilmistir. Tepkime kontrolii ve takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile
yapilmigtir. Tepkime tamamlandiktan sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birkag
kez dietil eter ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriinlerin

yap1 karakterizasyonlar1 *H-NMR ve *C-NMR ile yapilmustir.

0]
0 (0]
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Sekil 3.1. Bis-iire tiirevi primer benzensiilfonamitlerin genel sentez yontemi
3.6.1. X1Y1 bilesigi sentez metodu
4,4’-(((1,4-Fenilenebis(azanedil)) bis(karbonil))bis(azanedil)) dibenzenesiilfonamid

2 mmol 4-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril igerisinde ¢oziilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol 1,4-diizosiyanatbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti lizerine damla
damla oda sicakliginda ve karigtirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda, karistirma
islemine oda sicakligi altinda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve takibi
ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan sonra
olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birka¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 3C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmistir.

o
MeCN O\\//O L )k SO,NH
H2NO,S NHz ,  ocN NCO T S NN NN 2NF2
0O.S.2gun H,N

Sekil 3.2. (X1Y1) bilesiginin sentez yontemi
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3.6.2. X1Y?2 bilesigi sentez metodu
4,4’-(((Metilenbis(4,1-fenilene))bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil) ) dibenzensiilfonamid.

2 mmol 4-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢oziilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol bis(4-izosiyanatfenil)metan 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti tizerine damla
damla oda sicakliginda ve karistirilmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda, karistirma
islemine oda sicaklig altinda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve takibi
ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan sonra
olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birka¢c kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve *C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmistir.

MeCN o %

0\7N N ° Em— N N
HoNO,S NH, *
s vy o N WA O w)somm
H H H H

Sekil 3.3. (X1Y2) bilesiginin sentez yontemi

3.6.3. X1Y3 bilesigi sentez metodu
4,4°-((((3,3'-dimetil-[1,1'-bifenil]-4,4'dil)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenszilfonamid.

2 mmol 4-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢ozlilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol 4,4'-diizosiyanato-3,3'-dimetil-1,1'-bifenil 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti
tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birkag¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen {iriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 13C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmustir.

MeCN
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Sekil 3.4. (X1Y3) bilesiginin sentez yontemi
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3.6.4. X1Y4 bilesigi sentez metodu
4,4'-((((4-metil-1,3-fenilen)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil) )dibenzenesiilfonamid.

2 mmol 4-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢ozlilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol mmol 2,4-diizosiyanato-1-metilbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti
tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birkag¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 3C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmistir.

Sekil 3.5. (X1Y4) bilesiginin sentez yontemi
3.6.5. X2Y1 bilesigi sentez metodu
3,3"-(((1,4-fenilene(bis(azanedil))bis (karbonil) )bis(azanedil) )dibenzenesiilfonamid.

2 mmol 3-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢ozlilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol 1,4-diizosiyanatbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢6zelti lizerine damla
damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda, karistirma
islemine oda sicakligi altinda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve takibi
ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan sonra
olusan beyaz renkli kati sliziilmiis ve birka¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 13C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmustir.
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Sekil 3.6. (X2Y1) bilesiginin sentez yontemi
3.6.6. X2Y2 bilesigi sentez metodu
3,3’-((((Metilenebis(4,1-fenilene))bis(azanedil))bis (karbonil) ) bis (azanedil) )dibenzenesiilfonamid.

2 mmol 3-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢ozlilmistiir. Diger taraftan 1
mmol bis(4-izosiyanatfenil) methan 2-3 mL asetonitrilde ¢o6ziilerek ilk ¢6zelti {izerine
damla damla oda sicakliginda ve karigtirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kat1 siiziilmiis ve birkac kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve *C-

NMR ile yapilmig ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmuistir.
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Sekil 3.7. (X2Y2) bilesiginin sentez yontemi
3.6.7. X2Y 3 bilesigi sentez metodu
3,3-((((3,3"-dimetil-[1,1'-bifenil]4,4'dil)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesiilfonamid.

2 mmol 3-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢oziilmistiir. Diger taraftan 1
mmol 4,4'-diizosiyanato-3,3'-dimetil-1,1'-bifenil 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti
tizerine damla damla oda sicakliginda ve karigtirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan

sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birkag¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
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birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 3C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmuistir.

MeCN 0 0
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Sekil 3.8. (X2Y3) bilesiginin sentez yontemi
3.6.8. X2Y4 bilesigi sentez metodu
3,3'-((((4-metil-1,3-fenilene)bis(azanedil))bis(carbonil))bis(azanedil) )dibenzenesiilfonamid

2 mmol 3-aminobenzensiilfonamit 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢ozlilmiistiir. Diger taraftan 1
mmol 2,4-diizosiyanato-1-metilbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti iizerine
damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kat1 siiziilmiis ve birkac kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 3C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmustir.

)
MeCN 2
NH, + N _0OS.2gun NN
\to H H /o)

H,NO,S /=N H,NO,S HNJ{
o HN

SO,NH,

Sekil 3.9. (X2Y4) bilesiginin sentez yontemi

3.6.9. X3Y1 bilesigi sentez metodu

4,4'-(((1,4-Fenylenebis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(etan-2,1dil) )dibenzenesiilfonamid.

2 mmol mmol 4-(2-aminoetil) benzensulfonamit 5 mL asetonitril igerisinde ¢oziilmiistiir.

Diger taraftan 1 mmol 1,4-diizosiyanatbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢oziilerek ilk ¢ozelti
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tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kat1 siiziilmiis ve birkag¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iiriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 3C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmustir.

o o]
o=\ /=0
H,NO,S + N@N NKN N&kN
NH2 MeCN HzNOzSOIH H H\/QSOZNH2

0.S.2gun

Sekil 3.10. (X3Y1) bilesiginin sentez yontemi
3.6.10. X3Y2 bilesigi sentez metodu

4,4'-(((((metilenebis(4,1fenilene))bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(etan-2,1-

diyl))dibenzenesulfonamid

2 mmol 4-(2-aminoetil)benzensulfonamit 5 mL asetonitril igerisinde ¢oziilmiistiir. Diger
taraftan 1 mmol bis(4-izosiyanatfenil)methan 2-3 mL asetonirilde ¢oziilerek ilk ¢6zelti
tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birka¢ kez dietil eter ile yikanarak kurumaya

birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen {iriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 13C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmistir.
MeCN

H,NO s@x i 0
2 2
NH
®  0s.2qun N NN)EN
+ =2 H,NO,S H H H SO,NH,
o o
\\gNNJ

Sekil 3.11. (X3Y?2) bilesiginin sentez yontemi
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3.6.11. X3Y3 bilesigi sentez metodu

4,4'-(((((3,3'-dimethyl-[ 1,1'-bifenil]-4,4'-diyl)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-
2,1 diyl))dibenzenesulfonamide.

2 mmol 4-(2-aminoetil)benzensulfonamit 5 mL asetonitril igerisinde ¢oziilmiistiir. Diger
taraftan 1 mmol 4,4'-diizosiyanato-3,3'-dimetil-1,1"-bifenil 2-3 mL asetonitrilde ¢6ziilerek
ilk ¢ozelti tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir.
Sonrasinda, karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime
kontrolii ve takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmustir. Tepkime
tamamlandiktan sonra olusan beyaz renkli kati siiziilmiis ve birka¢ kez dietil eter ile
yikanarak kurumaya birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen iirliniin yap1
karakterizasyonu 'H-NMR ve ¥C-NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi

ispatlanmigtir

O~ I i

H,NOLS

AP oo Oy
&-HZNOZSQJ H H H\“’@*SOZNHZ

+
o=\
‘Nﬂ /N

Sekil 3.12. (X3Y3) bilesiginin sentez yontemi

3.6.12. X3Y4 bilesigi sentez metodu

4,4'-(((((4-methyl-1,3-fenilene)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-2,1-
diyl))dibenzenesulfonamide.

2 mmol 4-(2-aminoetil) benzensulfonamit 5 mL asetonitril igerisinde ¢ozlilmiistiir. Diger
taraftan 1 mmol 2,4-diizosiyanato-1-metilbenzen 2-3 mL asetonitrilde ¢6ziilerek ilk ¢ozelti
tizerine damla damla oda sicakliginda ve karistirmak suretiyle ilave edilmistir. Sonrasinda,
karistirma islemine oda sicakliginda 2 giin boyunca devam edilmistir. Tepkime kontrolii ve
takibi ITK (ince tabaka kromatografisi) ve FT-IR ile yapilmistir. Tepkime tamamlandiktan
sonra olusan beyaz renkli kat1 siiziilmiis ve birkac kez dietil eter ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Daha sonrasinda elde edilen {iriiniin yap1 karakterizasyonu *H-NMR ve 13C-

NMR ile yapilmis ve istenilen bilesigin elde edildigi ispatlanmustir.
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o
MeCN k
HZmZS@x + _0S.2qun_ N N
NH, Neo HNO,S H H 0

N HN/(

=
S HN
SO,NH,

Sekil 3.13. (X3Y4) bilesiginin sentez yontemi

3.7. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimlerinin Inhibisyon Calisma
Yontemi

3.7.1. inhibitor cozeltileri

Kullanilan inhibitorlerin derisimi 2 mM (2000 uM) olacak sekilde uygun miktarlarda
tartilarak %10’luk DMSO i¢inde SmL’lik ¢6zeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin her biri
once 100 Kkat, sonra tekrar 100 ¢oziicii ile seyreltilerek toplamda 10* kat seyreltilmis ve 0,2

uM stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.7.2. Asetilkolinesteraz enziminin aktivite 6l¢ciimlerinde kullanmilan ¢ozeltiler

» -1 M’lik Tris-HC] Tamponunun Cozeltisi: 30,27 g Tris alind1 ve 200 mL 5 mM EDTA
igerisinde ¢Oziildii. pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi ve toplam hacim 250
mL’ye tamamlandi.

> 10 mM’lik Asetilkolin Iyodat Cozeltisi: 0,145 g Asetilkolin iyodat alind1 ve 50 mL
destile suda ¢ozildi.

» 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisi: 0,01 g DTNB ve
0,5 g sodyum sitrat alind1 50 mL destile suda ¢oziildii.

3.7.3. Biitirilkolinesteraz enziminin ektivite él¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

» 1 M’lik Tris-HCI Tampon Cozelti: 30,27 g Tris alind1 ve SmM’lik 0,370 g EDTA 200
mL distile suda ¢6ziildii. pH’s1 8’¢ ayarlandi. Toplam hacim 250 mL distile suya
tamamlandi.

» 5 mM’lik Biitiirilkoliniyodat Cdzeltisinin Hazirlanmasi: 0,07 g Biitirilkoliniyodat 50

mL distile suda ¢oziilmiistiir.



» 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-nitrobenzoik Asit)) Cozeltisi: 0,0034 g DTNB 25

mL distile suda ¢oziildii.

Cizelge 3.1. Asetilkolinesteraz aktivite tayininde kiivet igerigi

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (uL)
Tris-HCI 100 100
Saf su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim Cozeltisi 10 10
Asetilkolintiyoiyodiir 50 50
Toplam kiivet hacmi 1000 1000
Cizelge 3.2. Butirilkolinesteraz aktivite tayininde kiivet igerigi
Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (L)
Tris-HCI 100 100
Saf su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim Cozeltisi 10 10
Biitirilkolintiyoiyodiir 50 50
Toplam kiivet hacmi 1000 1000

3.7.4. Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin Inhibisyon ¢alisma

yontemi

Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyon aktiviteleri, Ellman
metodu olarak bilinen spektrofotometrik bir yontemle Olgiildi. AChE enzimi,
asetilkoliniyodiirii substrat olarak kullanirken, BChE enzimi biitirilkoliniyodiiriin
hidrolizini katalizler. Aktivite 6l¢iimii i¢in sar1 renkli 5,5°-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) kullanildi. DTNB bilesigi, hidroliz tepkimesi sonucunda agiga ¢ikan tiyokolin
yapist ile sar1 renkli bir kompleks olusturur ve bu kompleksin maksimum absorbansi 412
nm'de Sl¢iildii (Bilen, 2019). Enzim aktivitesinin belirlenecegi inhibitorsiiz ve inhibitorlii
cozeltiler ile bunlara ait kor ¢ozeltiler, yukarida verilen gizelgeye gore hazirland1 (Cizelge
3.1 ve Cizelge 3.2). Kiivet hacmi toplamda 1000 pL olacak sekilde saf su, pH=8 olan Tris-

HCI tamponu sonra sirayla DTNB, enzim, inhibitér cozeltileri eklenip karistirilarak
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25°C’de 10 dk boyunca 6n inkiibasyona birakildi. Daha sonra substrat ¢ozeltisi kiivetlere
ilave edilip karigtirilir ve her bir inhibitor derisimi i¢in 25°C’de 412 nm’de, her 30s de bir 3
absorbans olgtimii alindi. Ara ara enzim aktivite kontrolii yapilarak deneyler yapilmistir.
Bu islem kiivet i¢i derisimi 1nM, 2 nM, 3nM, 4nM ve 5 nM olacak sekilde inhibitor
cozeltileri i¢in de yapildi. Bu islem 3 tekrar olarak yapildi. Elde edilen absorbans
degerlerinden 1Cso ve Ki degerleri belirlendi. Ayni yontem kontrol numunesi olarak

Donepezil igin de uygulanmustir.
3.8. Karbonikanhidraz (CA) Enzim Inhibisyon Tayin Yéntemi

Durdurulmus akis cihazi, (SX.18 MV-R Applied Photophysics stopped-flow
spectrophotometer) CA izozimlerinin katalitik inhibisyonunu test etmek i¢in kullanilmustir.
Fenol Kirmizisi (0,2 mM derisimde) maksimum absorbans degerinde ¢alisan bir indikator
olarak kullanilmistir, max 557 nm absorbans degerinde ¢alisilmistir, tampon olarak pH 7.4
de 10 mM HEPES ( (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit)) tampon ¢ozeltisi ile
0,IM Na>SOs veya NaClOs (iyonik giicii sabit tutmak i¢in; bu anyonlar kullanilan
derisimde inhibe edici degildir), takiben 5-10 saniyelik bir siire boyunca CA ile katalize
edilen CO2 hidrasyon tepkime. Substrat olarak 25°C'de suda doymus CO2 c¢ozeltileri

kullanilmistir.

3.8.1. Inhibitorlerin stok cozeltilerinin hazirlanmasi:

10 mM (DMSO-su iginde 1:1, v/v) ve 0,01 nM'ye kadar yukarida belirtilen tampon ile
seyreltilmistir. Inhibisyon sabitini 6lgmek ig¢in en az 7 farkli inhibitér derisimi
kullanilmistir. E-I kompleksinin olusumuna izin vermek igin; Inhibitor ve enzim ¢ozeltileri
onceden inkiibe edilmistir, testten dnce oda sicakliginda 10 dakika birlikte bekletildi. Ug
tekrarli deneyler her inhibitdr derisimi i¢in yapildi ve degerler, ¢alisma boyunca elde
edilen, bu sonuglarin ortalamasidir. Inhibisyon sabitleri, daha dnce bildirildigi gibi Cheng-
Prusoff denklemi kullanilarak dogrusal olmayan en kiigiik kareler yontemleriyle elde
edilmistir (Akocak vd., 2018; Akocak vd., 2019; Lolak vd., 2019) ve sonuglar en az 3
tekrarli deney sonuglaridir(38-45). Burada kullanilan tiim CA izozimleri rekombinanttir.
(Elde edilen proteinler ve derisimlart 6-14nM araligindadir) (Akocak vd., 2018; Durgun
vd., 2020; Ilies vd., 2003; Kiigiikbay vd., 2021; Kiigiikbay vd., 2021; Lolak vd., 2018;
Onyilmaz vd., 2022).
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3.9. Antikanser Aktivite Calisma Yontemi

Sentezlenen bilesiklerin hiicre kiiltiirleri tlizerindeki antikanser aktivite calismalar
Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali hiicre kiiltiirii

laboratuvarinda yliriitilmiistiir.

3.9.1. Hiicrelerin kiiltiir ve canlilik analizi

Bu ¢alisma i¢in A549 akciger kanseri, BEAS-2B normal akciger epitel hiicreleri, MCF-7
ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri, CRL-4010 normal meme hiicresi, PC-3 prostat
kanseri ve PNT-1A normal prostat hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler %10 FCS ve %5
penisilin-streptomisin ile desteklenmis DMEM iginde %5 CO3 igeren inkiibatorde 37°C'de
bliylitiilmiistlir. Sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkisini belirlemek i¢cin MTT testi
yapildi. Kisaca, hiicreler 96 kuyulu plakalara ekilmis ve gece boyunca inkiibe edilmis ve
ardindan 24 saat boyunca farkli derisimlerde sentezlenen bilesiklere maruz birakilmistir.
Maruziyetin ardindan, siipernatantlar atilmis ve hiicreler 37°C'de 45-60 dakika boyunca 1
mg/mL MTT ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Inkiibasyondan sonra siipernatant
uzaklastirilmig ve formazan partikiilleri DMSO ile ¢6ziilmiis ve bir mikroplaka okuyucuda
570 nm'de okunmustur. Hiicre canliligi 6l¢giilen absorbans degerlerinden hesaplanmistir
(Canakci vd., 2019; Tuluce vd., 2018).

3.10. Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel analizler, Tekeli ve ark 2022 tarafindan yapilan bir ¢aligmadan modifiye
edilerek yapilmistir. Calismada iki Gram(+) (Staphylococcus aureus ve Enterococcus
faecalis) ve iki Gram (-) (Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli) bakterileri
kullanilmustir. Kisaca, sentezlenen bilesikler 2 mg/mL'lik bir stok ¢ozeltisi hazirlamak igin
DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir ve mikroplaka kuyucuklar: tizerinde yedi kez seyreltilmis
sekiz farkli derisimde hazirlanmistir. Bir McFarland yogunlukélger kullanilarak yaklasik
10° CFU/mL yogunluga ayarlanan bakteri suslari, bir mikroplakanm her kuyucuguna 100
pL halinde ilave edilmistir. Kontrol olarak seftriakson ve ampisilin antibiyotik ajanlari
standart olarak kullanildi (kullanilmistir). Mikroplakalar 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir
ve ardindan bir Thermo 3001 ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak 600 nm'de

absorbanslar okundu. MiK degerlendirmesi her mikroorganizma ve her bilesik igin ii¢ kez
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tekrarlandi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda minimal inhibitor derigimler

(MIC'ler) belirlendi (Tekeli vd., 2022).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI
4.1. Sentezlenen Bis-Ure Tiirevi Primer Benzensiilfonamitlerin NMR Sonuclari

Sentezi gergeklestirilen 12 bilesigin yapisal karakterizasyonlari *H-NMR ve 3C-NMR ile
yapilmistir. Hedeflenen bilesikler basar1 ile sentezlenmistir. Asagida bilesiklerin

spektrumlart asagida verilmistir.

X1Y1 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-(((1,4-fenilenebis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.1. X1Y1 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.1. X1Y1 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

9.02 (s, 2H, -NH-), 8.69 (s, 2H, -NH-), 7.73 (d, J = 7.5 Hz,
IH-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 8 ppm | 4H, Ar-H), 7.61 (d, J = 7.5 Hz, 4H, Ar-H), 7.40 (s, 4H, -
SO,NHy), 7.21 (s, 4H, Ar-H)

1BC-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, 5 ppm | 150.65, 141.31, 135.00, 132.30, 125.16, 117.57, 115.61
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Sekil 4.2. X1Y1 bilesiginin 1H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-d6).
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Sekil 4.3. X1Y1 bilesiginin 13C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d6).



X1Y2 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-((((methylenebis(4,1-

fenilene))bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide.
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Sekil 4.4. X1Y2 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.2. X1Y?2 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, §
ppm)

9.05 (s, 2H, -NH-), 8.76 (s, 2H, -NH-), 7.75 (d, J = 8.4 Hz,
4H, Ar-H), 7.63 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Ar-H), 7.40 (d, J = 8.4
Hz, 4H, Ar-H), 7.25 (s, 4H, -SO:NH,), 7.15 (d, J = 8.7 Hz,
4H, Ar-H), 3.84 (s, 2H, Ph-CH,-Ph

BBC-NMR (DMSO-dg, 75 MHz, 6
ppm)

152.74, 143.39, 137.64, 137.18, 135.87, 129.46, 127.31,
119.11, 118.82, 117.85;
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Sekil 4.5. X1Y2 bilesiginin 1H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-d6).
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Sekil 4.6. X1Y2 bilesiginin 13C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d6).




X1Y3 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-((((3,3-dimethyl-[1,1"-bifenil]-4,4'-

diyl)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide.
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Sekil 4.7. X1Y3 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.3. X1Y3 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, §
ppm)

9.45 (s, 2H, -NH-), 8.13 (s, 2H, -NH-), 7.99-7.95 (m,
4H, Ar-H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.66 (d, J
= 8.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.52-7.45 (m, 4H, Ar-H), 7.25
(s, 4H, -SO,NH;), 2.30 (s, 6H, -CH)

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, §
ppm)

152.76, 146.07, 143.43, 137.11, 136.16, 134.18,
128.56, 127.60, 124.20, 121.99, 117.31, 18.61
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Sekil 4.9. X1Y3 bilesiginin 13C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d6).




X1Y4 bilesigine ait NMR sonuclari

4.4'-((((4-methyl-1,3-

fenilene)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide.
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Sekil 4.10. X1Y4 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.4. X1Y4 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

!H-NMR (DMSO-ds, 300
MHz, & ppm)

9.45 (s, 1H, -NH-), 8.94 (s, 1H, -NH-), 8.80 (d,J=7.5
Hz, 2H, Ar-H), 8.44 (s, 1H, -NH-), 8.29 (s, 1H, -NH-),
8.04 (s, 2H, Ar-H), 7.78-7.59 (m, 5H, Ar-H), 7.23 (s,
4H, -SO2NHy), 7.18-7.08 (m, 2H, Ar-H), 2.21 (s, 3H, -
CH3);

3C-NMR (DMSO-dg, 75
MHz, & ppm)

152.74,152.38, 147.11, 143.42, 138.20, 137.83,
137.40, 130.61, 127.21, 121.89, 117.63, 115.96,
111.67,104.71, 17.63.
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Sekil 4.12. X1Y3 bilesiginin 13C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d6)




X2Y1 bilesigine ait NMR sonuclari

3,3-(((1,4-fenilenebis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide.
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Sekil 4.13. X2Y'1 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.5. X2Y 1 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

: 8.96 (s, 2H, -NH-), 8.61 (s, 2H, -NH-), 8.07 (s,
2H, Ar-H), 7.55 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.46
(t, 2H, Ar-H), 7.42-7.40 (m, 6H, Ar-H and -
SO2NHy), 7.36 (s, 4H, Ar-H)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, § ppm)

152.96, 145.43, 140.78, 134.47, 129.87, 121.43,

13C-NMR (DMSO-dg, 75 MHz, § ppm) 119.67 11917 11544
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Sekil 4.14. X2Y1 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds).
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Sekil 4.15. X2Y1 bilesiginin 3C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d).




X2Y 2 bilesigine ait NMR sonuclan

59

3,3"-((((methylenebis(4,1-fenilene))bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide.
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Sekil 4.16. X2Y?2 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.6. X2Y2 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz,
d ppm)

8.99 (s, 2H, -NH-), 8.68 (s, 2H, -NH-), 8.09 (s, 2H, Ar-H),
754 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Ar-H), 7.50-7.41 (m, 8H, Ar-H),
7.38 (s, 4H, -SO:NHy), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Ar-H), 3.84
(s, 2H, Ph-CH,-Ph)

13C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz,
d ppm)

BC-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 152.88, 145.14,
140.71, 137.78, 135.80, 129.88, 129.44, 121.46, 119.23,
119.04, 115.43
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Sekil 4.17. 17 X2Y2 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds)
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Sekil 4.18. X2Y2 bilesiginin *C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d)




X2Y3bilesigine ait NMR sonuclari
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3,3-((((3,3'-dimethyl-[1,1'-bifenil]-4,4"-diyl)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.19. X2Y3 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.7. X2Y3 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

IH-NMR (DMSO-dg, 300 MHz,
ppm)

9.42 (s, 2H, -NH-), 8.13 (s, 2H, -NH-), 8.06 (s, 2H, Ar-
H), 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.60 (d, J = 7.5 Hz,
2H, Ar-H), 7.52-7.46 (m, 8H, Ar-H), 7.40 (s, 4H, -
SO,NH>), 2.34 (s, 3H, -CHa);

3C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, §
ppm)

153.04, 145.20, 140.78, 136.71, 134.75, 130.01,
128.46, 124.47, 121.73, 121.28, 119.24, 115.27, 18.51,
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Sekil 4.20. X2Y3 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds)
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Sekil 4.21. X2Y3 bilesiginin *C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-d)



X2Y4 bilesigine ait NMR sonuclan

3,3"-((((4-methyl-1,3-fenilene)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.22. X2Y4 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.8. X2Y4 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, §
ppm)

9.42 (s, 1H, -NH-), 8.88 (s, 1H, -NH-), 8.77 (s, 1H, -
NH-), 8.17 (s, 1H, Ar-H), 8.10 (d, J= 7.8 Hz, 2H, Ar-
H), 7.98 (s, 1H, Ar-H), 7.56-7.45 (m, 6H, Ar-H), 7.39
(s, 4H, -SO:NH,), 7.18 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Ar-H),
7.10 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-H), 2.21 (s, 3H, -CH)

BC-NMR (DMSO-dg, 75 MHz, &
ppm)

152.87, 152.78, 145.19, 140.76, 138.07, 137.83,
130.79, 130.03, 129.89, 121.44, 121.31, 121.21,
119.21, 115.33, 113.53, 111.38, 17.71
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Sekil 4.23. X2Y4 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds)
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Sekil 4.24. X2Y4 bilesiginin 3C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-ds)
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X3Y1 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-((((1,4-fenilenebis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-2,1-diyl) )dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.25. X3Y 1 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.9. X3Y1 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

8.28 (s, 2H, -CH,CH;NH-CO-NH-), 7.77 (d, J =
8.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Ar-H),
7.33 (s, 4H, -SO,NHy), 7.23 (s, 4H, Ar-H), 6.05 (t,
2H, -CH.CH,NH-CO-NH-), 335 (g, 4H, -
CH.CH,NH-CO-NH-), 2.82 (t, 4H, -CH,CH,NH-
CO-NH-)

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, § ppm)

155.76, 144.37, 142.47, 134.73, 129.65, 126.19, 118.88,

13C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm) 4076 3611
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Sekil 4.26. X3Y1 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds)
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Sekil 4.27. X3Y1 bilesiginin 3C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-ds)



X3Y2 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-(((((methylenebis(4,1-fenilene))bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-

2,1-diyl))dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.28. X3Y?2 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.10. X3Y?2 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

8.40 (s, 2H, -CH,CHNH-CO-NH-), 7.78 (d, J = 8.4 Hz,
4H, Ar-H), 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.33 (s, 4H, -
'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, SO,NH>), 7.28 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Ar-H), 7.04 (d, J = 8.4

& ppm) Hz, 4H, Ar-H), 6.10 (t, 2H, -CH2CH,NH-CO-NH-), 3.75
(s, 2H, Ph-CH»-Ph), 3.35 (q, 4H, -CH,CH,NH-CO-NH-),
2.83 (t, 4H, -CH,CH,NH-CO-NH-)

BC-NMR (DMSO-dg, 75 MHz, 155.63, 144.53, 142.53, 138.79, 134.76, 129.64, 129.23,
d ppm) 126.19, 118.24, 40.70, 36.04.
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Sekil 4.29. X3Y2 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds)
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Sekil 4.30. X3Y2 bilesiginin *C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-ds)




X3Y3 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-(((((3,3'-dimethyl-[1,1'-bifenil]-4,4'-diyl)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-
2,1-diyl))dibenzenesulfonamide
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Sekil 4.31. X3Y3 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.11. X3Y3 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

7.89 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-H), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 4H,

Ar-H), 7.46 (d, = 8.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.40-7.35 (m, 8H,

4. -

H-NMR (DMSOm‘;6’ 300 MHz, 8 Ar-H and -SO:NH5), 6.62 (t, 2H, -CH2CH;NH-CO-NH-),
PP 3.40 (q, 4H, -CH,CH,NH-CO-NH-), 2.86 (t, 4H, -

CH,CH;NH-CO-NH-), 2.24 (s, 3H, -CHa):

155.82, 144.40, 142.51, 137.55, 133.95, 129.69,
13C-NMR (DMSO-dg, 75 MHz, § ppm) 128.17, 127.55, 126.21, 124.22, 121.27, 40.75,
36.08, 18.57;
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Sekil 4.32. X3Y3 bilesiginin 'H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds).
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Sekil 4.33. X3Y3 bilesiginin 3C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-ds).



X3Y4 bilesigine ait NMR sonuclari

4,4'-(((((4-methyl-1,3-fenilene)bis(azanedil))bis(karbonil))bis(azanedil))bis(ethane-2,1-
diyl))dibenzenesulfonamide (X3Y4).
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Sekil 4.34. X3Y4 bilesiginin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.12. X3Y4 bilesiginin NMR spektrum sinyalleri

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz, § ppm)

8.41 (s, 1H, -CH,CH,NH-CO-NH-), 7.78 (dd, J; = 8.4 Hz,
J» = 1.5 Hz, 5H, Ar-H), 7.59 (s, 1H, Ar-H), 7.43 (dd, J, =
8.4 Hz, J, = 2.4 Hz, 4H, Ar-H), 7.34 (s, 4H, -SO.NH),
7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
Ar-H), 6.59 (t, 1H, -CH,CH,NH-CO-NH-), 6.02 (t, 1H, -
CH2CH;NH-CO-NH-), 3.38(q, 4H, -CH,CH,NH-CO-NH-
), 2.85 (t, 4H, -CH,CH,NH-CO-NH-), 2.01 (s, 3H, -CHs)

13C-NMR (DMSO-ds, 75 MHz, § ppm)

155.75, 155.64, 144.37, 142.45, 138.95, 138.55,
130.44, 129.67, 126.21, 119.83, 112.10, 110.70,
40.73, 36.10, 17.70;
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Sekil 4.35. X3Y4 bilesiginin *H NMR spektrumu (500 MHz, in DMSO-ds).
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Sekil 4.36. X3Y4 bilesiginin *C NMR spektrumu (125 MHz, in DMSO-ds).




4.2.

Sentezlenen Primer Benzensiilfonamid Tiirevi Bilesiklerin Asetilkolinesteraz
(AChE) ve Butirilkolinestaraz (BChE) Enzim Aktivite Sonuclar:

73

Cizelge 4.13. Sentezlenen bilesikler ve molekiil kiitlesi

M. K. |Verim| E.N. M. K. |Verim| E.N. M. K. |Verim| E.N.
Bilesik | (g/mol) | % °C ||Bilesik | (g/mol) % °C Bilesik ('g/mol) % °C
X1Y1l | 504 88 300 jf X2Yv1 504 92 300 X3Y1 560 88 300
X1Y2 | 594 82 294 I X2Y2 594 82 295 I X3Y2 650 86 272
X1Y3 | 608 76 300 I X2Y3 608 80 300 I X3Y3 664 85 300
X1Y4 | 518 63 281 I X2Y4 518 76 234 I X3Y4 574 79 247

4.2.1. Siilfonamid tiirevlerinin (XnYm) asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinestaraz (BChE) enzim inhibisyon sonuglari

Kolinesteraz aktivitesi Ellman yontemiyle yapilmistir. Bu yontemde tiyokolin esterlerinin

substrat olarak kolinesterazlar {izerine etkisi sonucu ortaya ¢ikmasi ve DTNB’ye

baglanmasi (Ellman reaktifi) sonucu olusan bilesigin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina

dayanir. Substrat derisiminda asetilkolin enzimi iizerine X,Ym tiirevlerinin inhibisyon

etkileri arastirildi. Inhibisyon etki gdsteren XnYm bilesikleri icin Absorbans-[I] ve Ki

grafikleri ¢izildi. ICso degerleri hesaplandi ve ¢izilen grafiklerden her bir madde i¢in Ki

degerleri hesaplandi.

Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesi inhibisyon sonuclari

X1Y1 bilesiginin AChE tizerine inhibisyon ¢alismalart

Aktivite (%)

0 i : : a
[X;Y1] (nM)

(@) (b)

Sekil 4.37. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X1Y1 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi iizerine 5 farkli substrat derigimi

ve 3 farkli X1Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X1Y2 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.38. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X1Y?2 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli X1Y2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X1Y3 bilesiginin AChE tizerine inhibisyon ¢aligsmalart
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Sekil 4.39. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X1Y3 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X1Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X1Y4 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢calismalari
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Sekil 4.40. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X1Y4 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X1Y4 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X2Y1 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.41. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X2Y1 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi lizerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli X2Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X2Y2 bilesiginin AChE tizerine inhibisyon ¢alismalart

Aktivite (%)

"JOOO 2.000 4,000
[X;Y;] (nM1)

(@)

UV (EU/mLy

(0)

Sekil 4.42. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X2Y?2 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X2Y2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X2Y3 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.43. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X2Y3 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi lizerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli X2Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X2Y4 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢calismalari
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Sekil 4.44. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X2Y4 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X2Y4 derisiminda gizilen Lineweaver-Burk grafigi

X3Y1 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢calismalari
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Sekil 4.45. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X3Y1 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi lizerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli X3Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X3Y2 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢calismalari
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Sekil 4.46. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X3Y2 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X3Y2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X3Y3 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.47. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X3Y3 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi. (b)Asetilkolinesteraz enzimi ilizerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli X3Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.



X3Y4 bilesiginin AChE iizerine inhibisyon ¢alismalar
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Sekil 4.48. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli inhibitér X3Y4 derisiminda ¢izilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli X3Y4 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Donepezil bilesigi iizerine ¢alismalar

Aktivite (%)
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Sekil 4.49. (a) Asetilkolinesteraz enziminin 5 farkli donepezil derisiminda gizilen %
Aktivite grafigi (b) Asetilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi
ve 3 farkli donepezil derigsiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Butirilkolinesteraz enzim aktivitesi inhibisyon sonuclari

X1Y1 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢calismalar
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Sekil 4.50. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X1Y1 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkli X1Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X1Y2 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.51. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X1Y2 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkl1 X1Y?2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



X1Y3 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.52. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X1Y3 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi. (b) Butirilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derisimi ve 3
farkli X1Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X1Y4 bilesiginin BChE tizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.53. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X1Y4 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi iizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkli X1Y4 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X2Y1 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalar
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Sekil 4.54. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X2Y1 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkl1 X2Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X2Y2 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.55. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farklit X2Y?2 derisiminda ¢izilen % Aktivite

grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derisimi ve 3
farkl1 X2Y?2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X2Y3 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalart
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Sekil 4.56. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X2Y3 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkli X2Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X2Y4 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢aligsmalari
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Sekil 4.57. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X2Y4 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkli X2Y4 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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X3Y1 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalar
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Sekil 4.58. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X3Y1 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derisimi ve 3
farkli X3Y1 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X3Y2 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalari

70.000
60.000 .
50.000 L

40.000 T

Altivite (%)
I's
»

30.000

20.000

10.000

0.000 T T T T
0.000 2.000 4.000 6.000  8.000

[X3Y2] (nM)

R? =0.9919

10.000 12.000 14.000

1YV (EU/mL)?

1400

1200

1000

800

400

2007

o
0.01

* Kontrol
+15
30

—40

0.04 0.09

1/1s] (M)

@

(b)

Sekil 4.59. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X3Y2 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkl1 X3Y?2 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi




X3Y3 bilesiginin BChE iizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.60. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X3Y3 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkli X3Y3 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

X3Y4 bilesiginin BChE tizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.61. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli X3Y4 derisiminda ¢izilen % Aktivite
grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi tizerine 5 farkli substrat derigimi ve 3
farkl1 X3Y4 derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Donepezil in BChE tizerine inhibisyon ¢alismalari
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Sekil 4.62. (a) Butirilkolinesteraz enziminin 5 farkli donepezil derisiminda ¢izilen %

Aktivite grafigi (b) Butirilkolinesteraz enzimi {izerine 5 farkli substrat derigimi
ve 3 farkli donepezil derisiminda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.14. Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyon gizelgesi (Ki degerleri ortalama olarak

verilmistir)
X1Y1 X1Y2 X1Y3 X1Y4 X2Y1 X2Y2 X2Y3
ICs0 (M) 2.48+0,21 2.295+0,36 1.653+0,49 1.645+0,61 | 4.589+0,95 4,95+0,73 4.744+0,48
Ki (nM) 2.5996+0.49 | 2.77£1.027 | 1.2687+0.49 | 0.2160+0.09 | 0.6828+0.23 | 3.3802+0.53 | 0.7807+0.64
R? 0.9817 0,9846 0,9927 0,9812 0,9837 0,9716 0,9911
Inhibisyon | Yarismasiz Yarigsmasiz Yan Yan Yarigsmasiz Yarismasiz Yarigsmasiz
yarigsmalt yarigsmali
X2Y4 X3Y1 X3Y2 X3Y3 X3Y4 Donepezil
ICs0 (NM) | 9.079+0,96 | 3.021+0,15 2.36+0,73 2.124+0,69 | 2.611+0,88 | 3,711+0,64
Ki (nM) 2.2418+0.56 | 1.2382+0.27 | 1.7248+0.75 | 1.7621+0.32 | 0.7522+0.09 | 0.099+0.03
R? 0,9849 0,9909 0,9829 0,9891 0,9828 0,9839
Inhibisyon | Yarigmasiz | Yarismasiz Yarismasiz | Yarismasiz Yar Yarigmasiz
yarigmalt
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Cizelge 4.15. Butirilkolinesteraz enzimi inhibisyon ¢izelgesi (Ki degerleri ortalama olarak

verilmistir)
X1Y1l X1Y2 X1Y3 X1Y4 X2Y1 X2Y2 X2Y3
ICs0 (NM) | 24.87+0.44 | 11.89+1.018 | 5.14£0.42 | 10.57554£0.52 | 7.15+0.51 10.396+0.73 | 3.5454+0.21
Ki(nM) | 4.9440+0.59 | 18.33+2.42 7.57£1.44 15.63+1.56 10.7442.30 | 13.04+£0.42 | 22.2442.15
R? 0.9855 0,9956 0,9878 0,9849 0,9813 0,9959 0,9918
Inhibisyon Yan Yarigmasiz | Yarismasiz | Yari yarigmali | Yarigmasiz | Yarigmasiz Yart
yarigmali yarigmali
X2Y4 X3Y1 X3Y2 X3Y3 X3Y4 Donepezil
ICso (NM) | 11.94+0.32 | 3.569+0.21 | 3.8486+0.24 | 0.2257+0.06 | 3.7315+£0.93 | 12,94+1.29
Ki (nM) 13.2544.17 5.86+0.86 5.47+1.44 10.54+3.09 5.83+0.62 9.772+1.64
R? 0,9807 0,9871 0,9919 0,9891 0,9850 0.9702
Inhibisyon | Yarismasiz | Yarismasiz | Yarigmasiz Yarigmasiz Yarismasiz | Yarigmasiz

4.3. Karbonikanhidraz (CA I, 11, 1X, XI1) Inhibisyonu

Yeni sentezlenen tiim bis-lireido-siibstitiie primer benzensiilfonamid tiirevleri, durdurulmus
akis yontemi kullanilarak iki sitozolik hedef dis1 izoform (CA | ve II) ve iki hedeflenmis
membrana bagli izoform (CA 1X ve XII) karsisinda karbonikanhidraz (CA) inhibisyon
ozellikleri acisindan degerlendirilmistir. Sonuclar iyi bir karbonik anhidraz inhibitorii
olarak bilinen asetazolamid (AAZ) ile karsilastirilmistir. Ayrica karbonik anhidraz

inhibisyonu ile yapi-aktivite iligkisi (SAR) yine Cizelge 4. 16 da verilmistir.

Genel olarak, tasarladigimiz bilesikler 68,lila 9174 nM Ki degerlerine sahip olarak
sitozolik hedef dis1 izoform CAI' ye daha az duyarli oldugu ttespit edilmistir. En giiclii
bilesik, fenil halkasinda 1,3- pozisyonunda siibstitiisyona sahip olmasiyla diger
baglayicilardan yapisal olarak farkli olan (X1Y4) bilesigidir. Ayrica, (X3Y4) bilesigi 95,4
nM Ki degerine sahip olarak bilesik (X1Y4) ile ayn1 baglayiciya sahip iyi bir inhibisyon
etkisi gostermistir. Bir diger hedef dis1 izoform olan CAII, sentezlenen tiim bis-iireido-
stibstitlie primer benzensiilfonamidler tarafindan genel olarak orta derecede inhibe
edilmistir. Ilgin¢ bir sekilde, CAll'ye karsi en giiclii bilesik, CAl inhibisyonunda oldugu
gibi, sirastyla 4,42 ve 25,8 nM Ki degerleri ile yine (X1Y4) ve (X3Y4) olmustur. Ayrica
(X1Y4) bilesigi 4,4 nM Ki degeri ile CAll'ye kars1 mevcut ¢alismada goézlemlenen en iyi

inhibisyon degerini gostermistir.
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Timor tarafindan asir1 baskilanan CAIX ve Xl izoformlar: genel olarak sentezledigimiz
bilesikler tarafindan etkili bir sekilde inhibe edilmistir. Daha spesifik olarak, (X1Y4)
bilesigi, sirasiyla 6,73 ve 7,39 nM Ki degerleri ile bu izoformlara kars: biiyiik bir afinite
gostermistir. Ote yandan, ayn1 baglayic serisinden baska bir bilesik olan (X3Y4) bilesigi
de sirasiyla 8,92 ve 5,02 nM Ki degerleri ile biiylik inhibisyon giicii gdstermistir. Bununla
birlikte, (X3Y4) ile hedef dis1 izoformlar CAl ve CAll'ye karsi daha fazla segicilik
gbzlenmistir. Mevcut serideki diger bilesikler de CAIX i¢in 57,5 ila 835 nM ve CA XI|I
icin 27,7 ila 429 nM arasinda degisen Ki degerleri ile 6nemli 6lgiide inhibisyon 6zellikleri

sergilemistir.

Genel olarak SAR sonuglari, 4-aminobenzensiilfonamid omurgasinin, digerlerinin yani sira
1,3-siibstitiisyona sahip bis-izosiyanat (Y4) ile kombinasyon halinde diger muadillerine

kiyasla daha 1yi bir primer siilfonamid oldugunu gostermektedir.
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Ozetlemek gerekirse daha giiclii ve segici inhibitorler elde etmek igin iireido baglayici
kullanilarak ¢ok fonksiyonlu karbonik anhidraz inhibitorii tasarim stratejisi, uygulanmastir.
Elde edilen bilesiklerin inhibisyon ozellikleri, sitozolik olanlar (CA | ve II) ve tiimoérle
iliskili membrana bagli izoformlar (CA IX ve XII) dahil olmak iizere segilen dort karbonik
anhidraz izoformuna kars1 degerlendirilmistir. Genel olarak, bu analoglar 68,1 ila 9174 nM
arasinda degisen Ki degerleri ile zayif CAl inhibisyonu ve 4,4 ila 792 nM Ki ile baska bir
sitozolik izoform CAIll'ye karsi orta derecede inhibisyon gdstermistir. Buna ilaveten
sentezlenen bilesiklerin tamami tiimorle iliskili membrana bagli izoformlara (CA IX ve
XII) sirastyla 6,73- 835 ve 5,02- 429 nM araliginda Ki inhibisyonu ile gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigi anlasilmistir. Ayn1 iireido baglayiciya sahip (Y4; 1,3-siibstitiie fenil halkasi)
(X1Y4) ve (X3Y4) bilesikleri iki sitozolik hedef disi izoform (CA | ve II) ve iki
hedeflenmis membrana bagli izoform (CA IX ve XII) karsisinda giiglii bir inhibisyon

ozelligi gostermistir.

4.4, Sentezlenen Primer Benzensiilfonamid Tiirevi Bilesiklerin Antikanser
(Sitotoksitite) Aktivite Caliymalar:

Sentezlenen bilesiklerin hiicre kiiltlirleri tizerindeki antikanser aktivite calismalari
Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Hiicre kiiltiirii

laboratuvarinda yapilmistir.

4.4.1. Hiicrelerin kiiltiir ve canhilik analizi

Bu calisma i¢in 4549 akciger kanseri, BEAS-2B normal akciger epitel hiicreleri, MCF-7
ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri, CRL-4010 normal meme hiicresi, PC-3 prostat
kanseri ve PNT-1A normal prostat hiicreleri kullanilmigtir. Hiicreler %10 FCS ve %5
penisilin-streptomisin ile desteklenmis DMEM iginde %5 COz iceren inkiibatérde 37°C'de
biiyiitiilmiistiir. Sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkisini belirlemek icin MTT testi
yapildi. Kisaca, hiicreler 96 kuyulu plakalara ekilmis ve gece boyunca inkiibe edilmis ve
ardindan 24 saat boyunca farkli derisimlarda bilesiklere maruz birakilmistir. Maruziyetin
ardindan, siipernatantlar atilmis ve hiicreler 37°C'de 45-60 dakika boyunca 1 mg/mL MTT
¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Inkiibasyondan sonra siipernatant uzaklastirilmis ve
formazan partikiilleri DMSO ile ¢6ziilmiis ve bir mikroplaka okuyucuda 570 nm'de

okunmustur. Hiicre canlilig1 6lgiilen absorbans degerlerinden hesaplanmustir.
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4.4.2. Sitotoksitite aktivite calisma sonuclari

Meme kanseri hiicrelerinden MDA-MB-231 hiicrelerinde X2Y1 ve X2Y2 numaral
maddelerin anti kanser aktivite gosterdigi (Sekil 4.63, Sekil 4.65), buna karsin CRL-4010
hiicrelerinde bu maddelerin sitotoksik olarak anlamli bir etki saglamadig: gosterildi (Sekil
4.64). X2Y1 numarali bilesik MDA-MB-231 hiicrelerindeki etkin dozu 200 pM, X2Y2
numaral1 bilesigin ise 400 uM oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, bir diger meme
kanseri MCF-7 hiicrelerinde ise X1Y1 ve X2Y1 numarali maddelerin aktivite gosterdigi
bulundu (Sekil 4.66) ve bu bilesiklerin CRL-4010 normal meme hiicrelerinde ilgili
derisimlerin hiicrelere iizerine etki etmedigi bulundu. X1Y1 numarali bilesik MCF-7
hiicrelerindeki etkin dozu 200 uM, X2Y1 numarali bilesigin ise 50 uM oldugu tespit
edilmistir. Bu bulgular 6zellikle X2Y1 numarali bilesigin meme kanseri tedavisinde

potansiyel bir anti-kanser ajan1 olabilecegini gostermektedir.

MDA-MB-231
Meme Kanser Hiicresi

X1Y1
X1Y2
X1Y3
X1Y4
X2Y1
X2Y?2
X2Y3
X2Y4
X3Y1
X3Y2
X3Y3

I 1
& ® X3Y4
N X

O N -
S ® SLC-0111

150+

b4

—_

o

o
1

% Yasayan Hiicre
o
o
1

t ¢+ % % e

1 I 1 I
O & & & @
9 N N N N
d& ,0? DN Q@

Sekil 4.63. Sentezlenen bilesiklerin meme kanser (MDA-MB-231) hiicrelerinde hiicre
canlilifina etkisi
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Sekil 4.64. Sentezlenen bilesiklerin normal meme (CRL-4010) hiicrelerinde hiicre
canlilifina etkisi
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Sekil 4.65. Sentezlenen bilesiklerin meme kanser (MDA-MB-231) hiicrelerinde hiicre

canliligia etkisi. (Kirmiz1 gergeve icerisindeki bilesikler etkin molekiiller)
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Sekil 4.66. Sentezlenen bilesiklerin meme kanser (MCF-7) hiicrelerinde hiicre canliligina

etkisi
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Sentezlenen bilesiklerin BEAS-2B akciger epitel hiicresi ve A549 akciger kanseri

hiicrelerinde bu maddelerin anlamL1 bir etkisinin olmadigi anlasildi (Sekil 4.56).
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Sekil 4.67. Sentezlenen bilesiklerin normal akciger (BEAS-2B) hiicrelerinde hiicre

canliligma etkisi
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ger kanser (A549) hiicrelerinde hiicre canlili

Sekil 4.68. Sentezlenen bilesiklerin akci

etkisi

ve ayni

gi

gin 12,5 uM derisimde etki etti
derisimde PNT-1A hiicreleri iizerine toksik etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Sekil 4.69 ve

3 prostat kanseri hiicrelerinde X1Y1 bilesi

PC-
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Sekil 4.70). Diger bilesiklerin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde anlamli bir etki

gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 4.69. Sentezlenen bilesiklerin normal prostat (PNT-1A) hiicrelerinde hiicre
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etkisi
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150 PC-3
Prostat Kanser hiicresi
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Sekil 4.71. Sentezlenen bilesiklerin prostat kanser (PC-3) hiicrelerinde hiicre canliligina
etkisi

Toplu olarak, bu bulgular daha detayli in vitro ve in vivo caligmalarla desteklenmeli ve

antikanser aktivitelerini daha iyi anlamak i¢in molekiiler hedefleri belirlenmelidir.

4.5. Antibakteriyel Aktivite Calisma Sonuglari

Cizelge 4.17. Bis-iireido-siibstitiie edilmis siilfonamid tiirevlerinin gram-pozitif ve gram-
negatif bakteri suslarina kars1 antibakteriyel etkinligi (minimal inhibitor

derigimi)
Antibakteriyel Aktivite (MIC, pg/mL)

Bilesik Gram-(+) Bakteri suslar1 Gram-(-) Bakteri suslari

S. aureus E. faecalis P. aeruginosa E. coli
X1Y1 500 62,5 ND 15,6
X1Y?2 125 31,25 ND 15,6
X1Y3 1000 125 ND 15,6
X1Y4 250 31.25 ND 15,6
X2Y1 500 250 250 250
X2Y2 500 500 125 250
X2Y3 500 62.5 62.5 62,5
X2Y4 250 500 31,25 1000
X3Y1 500 500 ND 500
X3Y2 250 250 31,25 ND
X3Y3 125 125 31,25 500
X3Y4 500 ND 62,5 15,6
Ampicillin 3,9 3,9 2,0 15,6
Ceftriaxon 31,3 2,0 15,6 2,0
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5. SONUC VE ONERILER

Sentezlenen Dbis-iire tiirevi siilfonamit yapili bilesiklerin, asetilkolinesteraz ve
biitrilkolinesteraz (AChE, BChE) enzimlerine karsi inhibisyon etkileri arastirilmistir.
Ellman metodu kullanilarak yapilan enzim inhibisyon caligmalarinda, inhibitdr olarak
kullanilan sentezlenen stilfonamit yapili bilesiklerin ICso degerleri hesaplanmis ve
inhibisyon tipleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore, sentezlenen tiim bilesikler
AChE ve BChE enzimlerine karsi belirli bir inhibisyon etkisi gostermis, ayrica bazi
bilesiklerin 6nemli 6l¢iide inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore inhibitor maddeler kendi iginde incelendiginde AChE enzimi iizerine en etkili
inhibisyon etkisi gosteren X1Y4 bilesigi (ICso = 1,645+0,61 nM), BChE enzimi {izerine en
etkili inhibisyon gosteren X3Y3 bilesigi (ICso = 0,2257+0,06 nM) olmustur. Bu sonuglar
standart madde Donepezil ile karsilastirildiginda, asetilkolinesteraz ve biitrilkolinesteraz
(AChE, BChE) enzimleri igin sirasiyla Donepezelin ICso degeri 3,711+0,64 nM ve
12,94+1,29 nM olarak bulunmustur. Bu sonuglar asetilkolinesteraz icin bulunan ICsg
degerlerinin en etkilisi olan X1Y4 bilesigi (ICso = 1,645+0,61 nM) ile karsilastirildiginda
bilesigimizin oldukga iyi bir degere sahip oldugu goriilmektedir. Bu deger standart madde
Donepezil i¢in bulunan sonugtan daha diisiik bir degerdir. Bu deger bu bilesiklerin diger
biyolojik ve fizyolojik etkileri incelendikten sonra standart madde Donepezile alternatif
ilac etken maddesi olarak kullanilabilme patansiyeline sahip oldugu seklinde
degerlendirilebilir. Bilesiklerin biitirilkolinesteraz iizerine olan ICsp degerlerinin X1Y1
disindaki tiimiiniin, standart madde Donepezil i¢in belirlenen 12,94+1,29 nM degerinden
daha etkili oldugu soylenebilir. Elde edilen sonuglara gore, inhibitor maddeler iginde
incelendiginde, AChE enzimi iizerinde en az etkili inhibisyon gosteren X2Y4 bilesigi (ICso
= 9,079+0,96 nM), BChE enzimi iizerinde en az etkili inhibisyon gosteren X1Y1 bilesigi
(ICso = 24,87+0,44 nM) olmustur. Kolinesteraz enzimler igin en etkili 1Cso degerlerine
sahip olan X1Y4 ve X3Y3 bilesiklerinin diger bilesiklerden temel farkliligi1 X1Y4 i¢in 2,4-
diizosiyanato-1-metilbenzen ve X3Y3 i¢in ise 4-(2-aminoetil) benzenesulfonamit
gruplarina sahip olmasidir. Bu gruplarm her iki enzim i¢inde daha etkili inhibisyona sebep
oldugu goriilmektedir. Bu gruplarin olusturdugu Bis —Ure tiirevi Primer Benzensiilfonamit
bilesiklerinin daha etkili oldugu goriilmektedir. Inhibitér bilesiklerin  yapilari
incelendiginde aromatik halka sayisinin bazilarinda iic bazi bilesiklerde ise dort tane

oldugu goriilmektedir. Aromatik halka sayisininin farkliligi ve aromatik halkaya bagl
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gruplarin elektron verici veya alici olabilme o6zellikleri sonuglardaki degisiklige sebep
olabilir. Ayrica bu gruplarin enzime baglandig1 aktif merkez disindaki amino asitlerle
yaptig1 diistiniilen iyonik etkilesim, hidrofobik etkilesim ve adsorbsiyon gibi kimyasal
etkilesimlerin daha etkili oldugu seklinde yorumlanabilir. Sirayla en az etkili enzim ICso
degerlerine sahip olan X2Y4 ve X1Y1 bilesiklerinin diger bilesiklerden temel farkliligi
X2Y4 igin 4-Metil-1,3-fenilen diizosiyanat ve X1Y1 i¢in ise 1,4-Fenilendiizosiyaniir
gruplarina sahip olmasidir. Bu gruplarin her iki enzim iginde daha etkili inhibisyona sebep
oldugu goriilmektedir. Bu gruplarin olusturdugu Siilfonamit bilesiklerinin diger
inhibitorlere gore daha az etkili oldugu goriilmektedir. Bu ise bu gruplarin enzime
baglandig1 aktif merkez disindaki amino asitlerle yaptig1 diisiiniilen iyonik etkilesim,
hidrofobik etkilesim ve adsorbsiyon gibi kimyasal etkilesimlerin daha etkili oldugu

seklinde yorumlanabilir.

Yar1 yarigmali inhibisyon tiiriinde inhibitoriin enzime aktif merkezin disinda bir bagka
bolgeden ve ayn1 zamanda ES kompleksi lizerinden baglandigi, yarismasiz inhibisyonda
ise yine aktif merkezin disinda baska bir bolgeden ve hem serbest enzime hem de ES
kompleksi {izerinden bagli oldugu dikkate alinirsa inhibitor bilesiklerin ¢ogunun
yarismasiz mekanizma lizerinde yiiridigi gorilmektedir. Bu durum ise inhibitor
bilesiklerin tamaminin enzim aktif merkezinden baglanmadigini gostermektedir. Bunun
sebebi olarak inhibitorlerin aktif merkeze sterik engel sebebiyle baglanamadigi seklinde
yorumlanabilir. Bir baska sebep olarak aktif merkezdeki amino asitlerin iyonize
durumlarinin inhibitoriin baglanmasina uygun olmadigi seklinde yorumlanabilir. Aktif
merkez disinda bir baska bolgeden baglanma enzimin {ic boyutlu yapisim1 bozarak ES
kompleksinin daha az olusmasina sebep olacak ve bdylelikle maksimum hiz (Vmax)
degisecektir. En 1yl ICso degerlerinin gozlendigi bilesikler i¢in sirastyla belirlenen Ki
degerleri ise X1Y4 igin 0,2160+£0,09 nM X3Y3 igin ise 10,54+3,09 nM olarak
bulunmustur. Inhibisyon tiirleri ise X1Y4 bilesigi igin yar1 yarsmali iken X3Y3 bilesigi
icin yarigsmasiz olarak belirlenmistir. Yine tablo incelendiginde AChE enzimi iizerine en
diistik inhibisyon etkisi gosteren bilesigin ICso degerleri, sirasiyla X2Y4 bilesigi i¢in (ICso
= 9,0794+0,96 nM), BChE enzimi iizerine en diisiik inhibisyon etkisi gostern ise X1Y'1
bilesigidir (ICso = 24,87+0,44 nM). En diisiik ICso degerinin gozlendigi bu bilesikler i¢in
sirasiyla belirlenen inhibisyon tiirleri ise X2Y4 bilesigi igin yarismasiz, X1Y1 bilesigi i¢in

ise yar1 yarigmali inhibisyondur.
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Inhibitérlerin her iki enzim {izerindeki inhibisyon etkileri karsilastirildiginda, AChE
enzimi inhibisyon etkisinin BChE enzimi {izerine olan inhibisyon etkisine gore biitiin
bilesikler i¢in daha etkili oldugu goriilmiistir. Bu durum inhibitor bilesiklerin
baglanabilecegi amino asit profilinin AChE enzimi i¢in daha uygun oldugu seklinde
yorumlanabilir. Ozellikle ES kompleksi iizerinden inhibitérlerin AChE enzimine daha

etkili baglanip enzimi inhibe ettigi seklinde yorumlanabilir.

Inhibitdrlerin asetilkolinesteraz enzimi iizerine olan inhibisyon tiirleri incelendiginde
X1Y3, X1Y4 ve X3Y4 bilesikleri i¢in yar1 yarismali inbisyon tiirii gozlenirken diger dokuz
bilesik icin yarismasiz inhibisyon oldugu goriilmiistiir. Inhibitérlerin biitirilkolinesteraz
enzimi lizerine olan inhibisyon tiirleri incelendiginde X1Y1, X1Y4 ve X2Y3 bilesikleri
icin yar1 yarismali inbisyon tiirii gézlenirken diger dokuz bilesik i¢in yarigmasiz inhibisyon
oldugu goriilmiistiir. Toplamda oniki tane inhibitor maddenin iki enzim {izerine gdsterdigi
inhibisyonun tiirlerinin on sekiz tanesi yarismasiz mekanizma iizerinden yiiriirken alt1
tanesinin yar1 yarismali mekanizma {izerinden yiiriidiigi gériilmistiir. Tiim bis-tire tiirevi
primer benzensiilfonamitlerin inhibisyon siralamasi glii tiirevler halinde (X1,X2,X3)
mukayese edildiginde asetilkolinesteraz i¢in bulunan ICso degerleri arasinda anlamli bir
farklilik belirlenememistir. Yine biitirilkolinesteraz i¢in bulunan ICsp degerleri arasinda
X3Y1, X3Y2, X3Y3, X3Y4 bilesiklerinin oldugu son grubun diger iki tiglii gruba gore
daha diistik ICso degerlerine sahip oldugu sdylenebilir.

Tablolarda verilen deney sonuglar ii¢ paralelli yapilmis ve bunlarin ortalamalar: alinarak
standart sapma degerleri verilmistir. Deneylerde bulunan R? degerleri ortalama olarak 0,98
civarinda olup bu deger deneylerde alinan sonuglarin anlamLi oldugu aymi zamanda
kesinligin yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Bulunan bu R? degerlerinin giivenilir

sonug olarak kabul edilebilir aralikta oldugu sdylenebilir.

Sentezlenen bilesiklerin CA inhibisyon 6zellikleri, sitozolik olanlar (CA | ve II) ve ayrica
tlimorle iliskili membrana bagli izoformlar (CA IX ve XII) dahil olmak iizere se¢ilen dort
CA izoformuna karsi degerlendirildi. Genel olarak bu bilesikler, 68,1 ila 9174 nM
araliginda degisen Ki ile zayif CAl inhibisyonu gosterdi ve 4,4 ila 792 nM Ki ile bagka bir
sitozolik izoform CA II'ye kars1 etkili ila orta derecede inhibisyon gosterdi. Tiimorle iliskili
membrana bagl izoformlar CA 1X ve XII, bu bilesiklerin bazilar tarafindan sirasiyla 6,73-
835 ve 5,02-429 nM araliginda Ki ile etkili bir sekilde inhibe edilmistir. Sonug olarak, bu
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yeni bilesiklerin timorle iligskili CA IX ve XIlI izoformlarina karsi giiglii inhibisyon
ozellikleri, bu bis-lireido ikameli bilesikleri antimetastatik ila¢ tasarimi arastirmalart i¢in

ilgi cekici hale getirebilir.

Sitotoksitite aktivite ¢alisma sonuglar ilgili tablo ve sekiller incelendiginde MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde, X2Y1 ve X2Y2 olarak etiketlenen bilesiklerin, anti-kanser
aktivitesi sergiledigi acik¢a goriilmektedir. Yapisinda 3-aminobenzensiilfonamid bulunan
her iki bilesigin de (X2Y1 ve X2Y2) MDA-MB-231 hiicrelerinde etkili dozu 200 uM
olarak belirlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin BEAS-2B akciger epitel hiicreleri ve A549
akciger kanseri hiicreleri iizerinde anlamLi bir etkisinin olmadigr goézlendi. X1Y1
bilesiginin 12,5 uM derisimde PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerinde etki gosterdigi ve
ayni derisimde PNT-1A hiicreleri iizerinde toksik etki gdostermedigi anlasilmistir. Diger
bilesiklerin PC3 prostat kanseri hiicreleri lizerinde 6nemli bir etki sergilemedigi de

anlasilmaktadir.

Bu bilesiklerin, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteri suslarina karsi
antibakteriyel etkinliginin degerlendirilmesi yapilmis ve Tablo.4.17 de de kisaca
ozetlendigi gibi diisik ila orta diizey arasi bir aktivite spektrumu sergiledikleri
gdzlenmistir. Gram pozitif bakteri S. Aureus, 125 ila 1000 pg/mL arasinda degisen MIK
degerleri ile tiim bilesiklere karsi direng sergiledigi gorilmektedir. X1Y2 ve X3Y3
bilesikleri en diisiik MIiK derisimine sahip (125 pg/mL) oldugu gériiliirken bir diger
Gram(+) bakteri olan E. Faecalis e kars1 daha diisiik MIiK degerleri tespit edilmistir. X1Y2
ve X1Y4, 31,25 ug/mL MIK degeriyle dikkat ¢cekerken X1Y1 ve X2Y3 de 62,5 ug/mL ile
kayde deger bir etki gostermistir. Ozellikle gram-negatif bakteri P. Aeruginosa’nimn, 4-
aminobenzen sililfonamid iceren bilesiklere karsi direng gosterdigi goriilmiistiir. Buna
karsilik, X2Y4 X3Y2 ve X3Y3 31,25 pg/mL'lik bir MIC degeri kaydederek orta derecede
aktivite gostermistir. En kayda deger sonuglar gram negatif bir bakteri olan E. coli'ye kars1
gozlemlendi. Spesifik olarak, 4-aminobenzen siilfonamid tiireve sahip X1Y1 ve X1Y4 ve
X3Y4 standart ilag Ampisilin ile karsilastirilabilecek diizeyde bir MIK degerine sahip
oldugu anlasilmaktadir (15,6 pg/mL). Bu bulgular, bu bilesiklerin, 6zellikle stratejik
kimyasal modifikasyonlarla, ozellikle E. Coli tiirlerine kars1 antibakteriyel etkinligi

arttirma potansiyelini ortaya koymaktadir.
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Sonug olarak, ¢alismamiz bis-iireido ile ikame edilmis benzensiilfonamidlerin umut verici
cok yonliiliigiinii ortaya ¢ikararak cesitli farmakolojik alanlardaki etkinliklerini ortaya
koymaktadir. Bu bilesikler, dikkate deger antibakteriyel oOzellikler sergileyerek onlari
bakteriyel enfeksiyonlara karsi miicadelede umut verici rakipler olarak konumlandiriyor.
Ek olarak, onemli antikolinesteraz aktiviteleri norolojik bozukluklarin, o6zellikle de
Alzheimer hastaliginin tedavisinde potansiyel uygulamalara isaret etmektedir. Hem
kanserli hem de normal gesitli hiicre hatlarinda gézlemlenen segici sitotoksisite, bunlarin
kanser tedavisindeki potansiyelini vurgulamaktadir. Ozellikle bilesik X2Y1, meme kanseri
tedavisinde potansiyel bir anti-kanser ajani olabilir. Burada sunulan veriler yalnizca bu
bilesiklerin genig farmakolojik potansiyelini vurgulamakla kalmiyor, ayni zamanda
antibakteriyel, antikolinesteraz ve sitotoksisite uygulamalarinda ila¢ arastirma ve

gelistirmesi igin yeni yollar da (alternatif tekniklerin gelistirilmesini de) sunmaktadir.
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