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3-AMINO-5-ARIL-RHODANIN TUREVLERININ COZUCU
KONTROLLU BOLGESEL SECICI SENTEZI VE INSAN
KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERI (hCA | ve hCA 1)
UZERINE INHIBiSYON ETKIiSININ INCELENMESI

OZET

Rhodanin tiirevleri biyolojik aktiviteleri ve teknolojik uygulamalari nedeniyle biyiik
oneme sahiptir. Rhodanin tiirevlerinden en 6nemli sinifi ise 5-siibstitiie-rhodanin tiirevleri
olusturmaktadir. Knoevenagel kondenzasyon reaksiyonu, sentetik organik kimyada 5-
ikameli rhodanin gibi ¢esitli 6nemli tibbi iiriinlerin tiretimine izin veren C-C bagi olusumu
i¢in olduk¢a 6nemli prosediirlerden birisidir.

Cevreci bir yaklasimla 3-NH2-Rh (2)'nin daha niikleofilik NH>'si yerine C5 konumundan
bolgesel secici reaksiyonu onemli bir zorlugu temsil etmektedir. Bu baglamda, bu
calismanin birincil amaci, katalizor icermeyen kosullar altinda 3-NH2-Rh (2) ile ¢oziicii
destekli ve kontrollii bolgesel segici arilasyon reaksiyonlarini gelistirmektir. Coziicii olarak
suyun mevcudiyetinde, 3-NH>-Rh (2)'in aldehitlerle C5-siibstitiie arilasyon reaksiyonlari
verimli bir sekilde C5-aril-rhodanin (5-Ar-Rhs) tiirevlerini verdi. Ote yandan, etanol iginde
katalitik miktarlarda bir asit katalizorii kullanilarak gercgeklestirilen 3-NH2-Rh (2) ve
aldehitlerin reaksiyonu ise NH-pozisyonundan rhodanin arilasyonu ile sonuglandi. Burada
su (H20), reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna gore, su molekiilleri burada,
3-NH-Rh (2)'yi iki disli niikleofillere doniistiirmesinin yani sira, ayn1 zamanda hidrojen
bag kiimeleri yoluyla Knoevenagel yogunlagsmasini elde etmek i¢in 3-NH2-Rh (2)'nin C-5
konumunu aktive etmektedir. Diger bir degisle, 3-NH2-Rh (2), su ile 3-NH2-Rh (2)'nin
amino grubu arasindaki H-bag kiimeleri nedeniyle bir C-niikleofil gorevi goriirken, saf
etanol iginde katalitik miktarlarda asetik asit veya katalizorsiiz reaksiyonlarindan ise
bilesikler bir NHz-niikleofil gorevi gordiigii diisiiniilmektedir.

Ayrica, yeni 5-Ar-Rhs'nin sitozolik karbonik anhidraz (hCA'lar) I ve II izoformlarina karsi
enzim inhibisyon calismalar1 da gergeklestirilmistir. Bu biyolojik ¢alismalar sonucunda
hCA | ve hCA Il igin inhibisyon sabitleri (Kj) sirastyla 239,88+79,31 ila 610,24+111,43nM
ve 262,69+13,20 ila 638,10+£127,73nM araliginda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: 3-Amino-rhodanin, isatin, hCA 1, hCA I, inhibisyon, rhodanin,
rhodanin tiirevleri.
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THE SOLVENT-CONTROLLED REGIOSELECTIVE SYNTHESIS
OF 3-AMINO-5-ARYL-RHODANINES AND INVESTIGATION OF
INHIBITION EFFECT ON HUMAN CARBONIC ANHYDRASE
ISOENZYMES (hCA I and hCA I1)

ABSTRACT

Rhodanine derivatives have great importance due to their biological activities and
technological applications. Additionaly, the Knoevenagel condensation reaction is one of
the most major procedures for C-C bond formation in synthetic organic chemistry that
allows the production of various significant medicinal products such as 5-substituted
rhodanine.

The regioselective functionalization from C5-position instead of more nucleophilic NH; of
3-NH2-Rh (2) via a green approach is representing a challenge. The primary goal of this
study is to develop the solvent-promoted and -controlled regioselective bond alkylation
reactions of 3-NH.-Rh (2) with NH: free-rhodanine under catalyst-free conditions. In the
presence of water as the solvent, C5-addition arylation reactions of 3-NHz-Rh (2) with
aldehydes efficiently gave C5-arylated-rhodanine (5-Ar-Rhs). On the other hand, using
catalytic amounts of an acid catalyst in ethanol, the reaction of 3-NH2>-Rh (2) and aldehydes
resulted in the arylation of rhodanine at the NH-position. Water plays two roles in the
reactions: converting the 3-NH.-Rh (2) into bidentate nucleophiles and activating the C-5
position of 3-NH2-Rh (2) to achieve the Knoevenagel condensation via hydrogen bond
clusters. The 3-NH2-Rh (2) act as a C-nucleophile due to the H-bond clusters between water
and the amino group of 3-NH-Rh (2), whereas upon using catalytic amounts of CH3CO2H
in pure ethanol the compounds act as an NHz-nucleophile.

Moreover, the enzyme inhibition studies of novel 5-Ar-Rhs against cytosolic carbonic
anhydrase (hCAs) I, and Il isoforms was carried out. As a result of these biological studies,
inhibition constants (Kj) for hCA I and hCA II were found in the range of 239.88 +79.31
t0 610.24 +111.43 nM, and 262.69 + 13.20 to 638.10 + 127.73 nM, respectively.

Keywords: 3-Amino-rhodanine, isatine, hCA I, hCA II, inhibition, rhodanine, rhodanine
derivatives.
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1. GIRIS

1.1. Rhodanin

Dogada saf halde bulunan birgok bilesik canlilar i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir ve canlilarin
daha kaliteli yagam siirmeleri i¢in gereklidir. Bu bilesikler dogada ¢ok sayida bulunmakla
beraber yapilarinda en az bir tane hetero atom iceren halkali bilesiklerdir. Dogada yer alan
bu o6nemli hetero halkali yapilar1 arasinda biri olan tioksaotiazolidin halkasi igeren
bilesikler giiniimiizde bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin yapisinda oldukca
yaygin bir sekilde yer almaktadir (Tomasic et al., 2010). Ayrica baz1 gida katki maddeleri
ve tatlandiricilar da hetero halkali bilesik gruplarinin kullanilmasiyla elde edilirler (Yilmaz
ve Dogan, 2008). Hetero halkali bilesikler arasinda tiyazol bilesikleri organik kimya
bilimciler i¢in oldukga biiylik bir neme sahiptir. Bu bilesiklerden biri olan ve Rhodanin
(Rh, 1) olarak da adlandirilan; 2-thioxothiazolidin-4-one (1) ve tiirevlerinin olduk¢a genis
biyolojik aktiviteleri 20. yiizyildan beri bilinmekte ve iizerine bir¢ok aragtirmalar
yapilmaktadir. Rhodanin ile ilgili aragtirmalar giiniimiizde de 6nemli bir yer tutmaktadir

(Sekil 1.1) (Tomasic and Masic, 2009).

Ayrica, Rhodanin (Rh, 1) ve tiirevleri bazi soy metal iyonlarinin analizi i¢in segici ve
duyarli davranis sergilemekte ve korozyon onleyici olarak da kullanilirlar (Solmaz vd.,
2005). Yapilarinda azot, kiikiirt ve oksijen (li¢ hetero atom) bulundurduklar i¢in aktif
merkez konumunda yer alirlar ve kolay bir sekilde tiretilip saflastirilabilirler (Tomasic and
Masic, 2012).

S j
1?\K<J<2NH ?\(N'NHZ
5 3

4

e} (0]
2-tioksaotiazolidin-4-on  3-amino-2-tioksaotiazolidin-4-on

(Rhodanin, Rh, 1) (Aminorhodanin, 3-NH,-Rh, 2)

Sekil 1.1. Rhodanin (1) ve 3-amino-2-rhodanin (2) yapisi



1.2. Rhodanin Reaktivitesi

Tiazolidinden tiiretilen Rhodanine (Rh, 1) potansiyel biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik
ozellikleri olan ilging bir organik molekiildiir. Biitiin bu 6zelliklerinden dolay:r Rhodanine
tirevlerinin daha c¢evreci yoOntemlerle ve daha etkin bir sekilde sentezi geg¢misten
giintimiize kadar arastirmacilarin oldukga fazla ilgisini gekmektedir. Rhodanine, bazi aktif
merkezlerin varligindan dolay1 organik sentezlerde ¢ok cesitli uygulamalara sahiptir.
Rhodaninde iki niikleofilik merkez, kiikiirt ve nitrojen iizerinde lokalizedir. Rhodaninin
metilen kismi, organik sentezlerde niikleofilik bir merkez olarak hareket edebilir (Sekil
1.2). Bir elektrofilik merkez de tiyokarbonil karbon atomuyla iligkilidir. Rhodaninler
kendileri i¢in uygun olan bilesikler ile reaksiyona girdiklerinde Oncelikle bir ara {iriin
olusur. Meydana gelen ara {iriin su kaybederek doymamis 6zelligine sahip yeni siibsitiie
Rhodanin tiirevlerini meydana getirir. Rhodaninlerin yapisinda 5-konumunda yer alan
metilen karbon atomu ile beraber 2-konumunda bulunan bazi gruplar da niikleofilik
aktiviteye sahiptir. Rhodanin yapisinda 5-konumunda bulunan metilen grubu igeren
bilesikler aldehid ya da ketonun karbonil grubu bazik ortamda reaksiyona girerek 5-ariliden
rhodanin tiirevi elde edilir (Kirpi, 2007).

AN
» \H{ 7E B = Elektrofi
‘E__‘isf N—H NU = Nukleofil
— B =B
E+ N \B- az
No S
o o ©o o

_______________________________________________________________

Sekil 1.2. Rhodanin (Rh, 1) molekiiliiniin reaktivitesi

Rhodanin iskeletinin sahip oldugu bu zengin reaktivite cesitliligi nedeniyle arastirmacilar
yeni Rhodanin tiirevlerinin sentezini oldukga fazla sayida reaksiyon tiirii kullanarak
gergeklestirebilmektedir. Rhodanine tiirevlerinin sentezi i¢in yaygin yontemlerden birisi
de Rhodanine halkasinin sentezlenmesidir. Yine bir¢ok arastirmaci 2-thioxothiazolidin-4-

one (1) halkasmin sentezlenmesi iizerinden yeni mono veya disiibstitiie-Rhodanine



tirevlerinin sentezini gergeklestirebilmislerdir. Arastirmacilar genel olarak, 5-siibstitii
veya 3,5-distibstitiie-Rhodanine tiirevlerinin sentezi tizerine odaklanmiglardir. Rhodanin
(Rh, 1) iskeletinin C5-pozisyonundaki metilen grubu, kimyasal reaksiyonu kolaylastiracak
kadar aktiftir. Bunun temel sebeplerinden biri kolayca protondan arindirilabilen aktif
metilen karbon atomunun asitligine baglanabilir. Ayrica konjuge baz, negatif yiikiin
elektronegatif oksijen atomuna delokalizosyonu yolu ile stabilize edilebilmektedir. Bu
baglamda, ilgili metilen karbon atomunun niikleofilik aktivitesine bagli olarak Rhodanine
halkas1 aldol yogunlasmasi, Michael katilma, Knoevenagel reaksiyonu gibi olduk¢a genis
yelpazede reaksiyon ¢esitliligine sahiptir (Sekil 1.3). Bu reaksiyonlar o, B doymamis
bilesikler icermektedir ve S5-siibstitiie-Rhodanin tiirevlerinin sentezlenebilmesi adina
aldehit, keton, Michael akseptorleri (a, p doymamis karbonil bilesikleri) gibi elektrofilik

merkezlerle oldukea yiiksek verimlerde reaksiyon verirler (Brown, 1961).

Rhodanine sentezi

bis(karboksimetil)trityokarbonat halojen karboksilik asit

Uzerinden O Uzerinden
N A %
3 NH
7N

cok bilesenli yaklasim izosiyanat Uzerinden

Rhodanine tureviendiriimesi

Aldol Yogunlagsmasi : - .
Knoevenagel Reaksiyonu I\X o Wittig reaksiyonu

Michael Katilmasi
H NH 3 iminasyon
\

Nukleofilik katilma
S reaksiyonlari

Sekil 1.3. Rhodanin (1) tiirevlerinin sentezi

1.3. Rhodanin ve Tiirevlerinin Biyolojik Aktivitesi

Heterosiklik bilesikler, kimya ve biyoloji bilimlerinin 6nemli bir parcasidir. Bu baglamda,
en az bir heteroatom igeren organik bilesikler biyolojik sistemimizde ¢ok 6nemli bir role
sahiptir (Tomasic and Masic, 2009). Heterosiklik bilesikler igerisinde en 6nemlilerinden
birisi ise Rhodanine bilesigidir. Son yirmi y1l boyunca 5-ariliden rhodanin tiirevleri, ilag
kesfinde ayricalikli iskeleleri temsil etmelerinden dolay1 organik kimyagerler ve biyologlar

tarafindan yogun arastirma konusu olmustur. Son literatiir incelemeleri, bu bilesiklerin ¢ok



cesitli farmasotik ozellikler sergiledigini gostermistir (Lesky and Zimenkovsky, 2004).
Omegin, epalrestat (2) diyabetik periferik ndropatinin (Hotta et al., 2006) tedavisinde
kullanilmis ve aldoz rediiktaz inhibitorii olarak degerlendirilmistir (EI- Kabbani et al.,
2005). Yine 5-benziliden rhodanin ¢ekirdegi 3’iin pankreas kolesterol esterazi (Heng et al.,
2011). (CEase) inhibe ettigi gosterilmistir. Rhodanine temelli dimerik analog 4, tam bir
SAR caligmas1 (Wang et al., 2008) araciligiyla apoptoz icin kiigiik molekiillii Bcl-2
antagonistleri olarak gelistirilmistir. Son zamanlarin 6nemli ve iizerine en ¢ok calismalar
gerceklestirilen Alzheimer hastaligi i¢in ise 5-ariliden rhodanin pargasini igeren rhodanine
tiirevi 5’in tau agregasyonu (Strittmatter et al., 2011), amiloid polipeptid fibril olusumu
(Bulic et al., 2009; Bulic et al., 2010) katepsin-D immiino reaktivitesinin regiilasyonu
inhibitor etkisine sahip oldugu bildirilmistir. Biitiin bu ¢aligmalara ek olarak rhodanin bazli
molekiiller, sitma (Kumar et al., 2007); (Soltero, 2004), Hepatit C (Powers et al., 2006),
HIV enfeksiyonu (Rajamaki et al., 2009) ve ¢ok sayida hedef i¢in popiiler iyi birer kiigiik
molekiillii inhibitor ailesi haline gelmistir. Rhodanin (Rh, 1) ve tiirevlerinin yapilarinda
bulunan (N-C=S) gruplarindan dolay1; antibakteriyal, antifungal, antiviral, antimaleral,
antitiimor, antiinflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye
sahiptirler (Tomasic and Masic, 2009). Son yillarda Rhodanin -kinolin tiirevlerinin
antitiiberkiiliiz etki gosterdigi de tespit edilmistir. Tiyadiazol tiirevli bilesikler biyolojik
aktivitelerinden farkli olarak tarimda herbisit (zararl bitkiler i¢in 6ldiiriicii) ve pestisit

(mikroorganizma oldiiriicii) olarak da kullanilmaktadir (Sekil 1.4) (Vachani et al., 2012).
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Sekil 1.4. Rhodanin (Rh, 1) ve baz1 Rhodanin temelli ilaglarin yapist



Rhodanine (Rh, 1) ve tiirevleri lizerine oldukca fazla sayida biyolojik ¢alisma vardir.
Birgok arastirmaci sentezini gergeklestirdikleri yeni Rhodanine tiirevlerinin biyolojik
calismalarini gergeklestirmislerdir. Literatiir verileri 1s18inda Rhodanine iskeleti tasiyan

organik bilesiklerin biyolojik etkileri asagidaki gibi siralanabilir;

Antibakteriyal etkisi; Rhodanine (Rh, 1) ve tiirevlerinin antimikrobiyal aktivitesinin var
oldugu 60 yil1 askin bir siiredir bilinmektedir. Bu heterosiklik yapiy1 tasiyan Rhodanine
(Rh, 1) iizerinden antibakteriyel ilaclar iiretilmektedir. Ozellikle Rhodaninin indol-2,3-
dionlarla yogunlastirilmis tlirevleri S.aureus ve E.coli’ye karst giiclii bir aktiviteye sahip
oldugu goriilmistiir. Ayrica bakterilere 6zgl spesifik enzimleri hedef aldiklar1 da tespit
edilmistir (Ottana et al., 2009).

Antifungal etkisi; Rhodanine (Rh, 1) ve tiirevlerinin uzun yillardan beri mantar
enfeksiyonlariin tedavisinde kullanilan ilaglarin iiretiminde de etkin bir roliiniin oldugu
bilinmektedir. Mantar enfeksiyonlarinda Rhodanin tiirevlerinin ¢ok erken etki ettigi
goriilmistiir. Rhodanine (Rh, 1) iskeleti igeren bilesiklerin, Aspergil, Helminthhosporium
Oryzae, Cephalosporium Saccharii, Penicillium SP, A.ni, Candida izolatlari, Cryptococcus
Neoformans mantarlarina ve daha bir¢ok mantar hastaligina kars1 antifungal aktiviteye

sahip olduklari rapor edilmistir (Bayindir et al., 2019a).

Antiviral etkisi; Rhodanine (Rh, 1) ve tiirevleri viriislerin neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglarin yapisinda da yer almaktadir. Ozellikle HIV-1 intergraz ve
hepatit c NS5b RNA polimerazin (HCV-NS5b) inhibitorlerinin gelistirilmesinde Rhodanin
ve salisilik asit gruplarmin kullanildig: bilesiklerin etkili oldugu rapor edilmistir (Powers
et al., 2006).

Antimalaryal etkisi; Plasmadium tiirinden kaynaklanan sitma hastaliginin tedavisinde
Rhodanine (Rh, 1) ve tiirevlerinin antimalaryal etkiye sahip oldugu goriilmistiir (Tomasic
and Masic, 2009).

Antitiimor etkisi; Rhodanine (Rh, 1) ana iskeleti igeren ilaglarin kanser hiicrelerinin

biiylimesini ve cogalmasini engelledigi tespit edilmistir. Akciger kanseri, kolon kanseri ve



meme kanseri tedavilerinde tiyazolidin bazli bilesiklerin kullanildigr goriilmiistiir

(Azizmohammadi et al., 2013).

Antiinflamatuar etkisi; Inflamatuar (kronik) hastaliklarin tedavisinde romatoid artrit ve
gastrointestinal sistem iizerinde kullanilan ilaglarin yapisinda Rhodanin ve tiirevlerinin

biyolojik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Tomasic and Masic, 2009).

Antidiyabetik etkisi; Rhodaninlerin en iyi bilinen farmakolojik aktiviteleri arasinda
antidiyabetik ajanlar olarak, 6zellikle alzheimer hastaligi dahil ¢ogu hastalik durumundan
sorumlu tutulan bir enzim olan (kathepsin-D ve aspartil proteaz) peptidsiz inhibitorii olarak

kullanilmalar1 gésterilmektedir (Murugan et al., 2009).

Antimikrobiyal etkisi; Birgok hastaligin ortaya ¢ikmasi ve kompleks halde olmasindan
dolay1r son 60 yildir bircok antibiyotik gelistirilmistir. Bu antibiyotiklerin yapisinda
Rhodanin en ¢ok kullanilan bilesiktir (Tejchman et al., 2017).

Ayrica Rhodanin tiirevleri sentetik kauguk elde edilmesinde vulkonizasyon (kiikiirt ile
sertlestirme) hizlandirict maddelerdir. Rhodanin ve tiirevleri gresit yaglama yaglari
karistirildiginda korozyonu onleyici etki gosterirler. Rhodanin ve tiirevleri, seker hastaligi
tedavisinde, romatizmal eklem iltihabi tedavisinde, ilag sanayisinde yaygin olarak etinopati
gibi kronik seker hastaligi olanlarda goriilen komplikasyonlarin ilerlemesinde serbest
glikoz fazlahigmin tetikledigi goriilmiistir (Lesky and Zimenkovsky, 2004). Bu
komplikasyonlarin ortadan kaldirilmasi, onlenmesi ve azaltilmasinda en 6nemli yontem

aldoz reduktaz inhibisyonudur.

Sonug olarak, canli yasami i¢in olduk¢a dnemli olan yeni Rhodanin tiirevlerinin sentezi,
karakterizasyonu ve uygulama calismalar1 giincel ve detayli bilimsel arastirmalara konu
olmaktadir (Bhuiyan et al., 2010).

1.4. Knoevenagel Reaksiyonu

Heinrich Emil Albert Knoevenagel 18 Haziran 1865 - 11 Agustos 1921 “Knoevenagel

Kondenzasyon Reaksiyonu” nu bulan bir Alman kimyagerdir. 1896 ve 1898 yillar



arasinda organik kimya alaninda baz1 c¢aligmalar gergeklestirmistir. Yaptigi bu
caligmalarinda aldehid tiirevlerinin malonik asid ve tiirevleri ile olusturdugu reaksiyonlari

incelemistir (Rahnema et al., 2007).

Emil Knoevenagel incelemis oldugu bu reaksiyonlarda cesitli bazlar1 kullanarak aldehit ile
malonik asitlerin  birbirleriyle tepkimeye girerek kondenzasyon tepkimelerini
olusturdugunu ifade etmistir. 1898 yilindan giinlimiize kadar yapilan sayisiz aragtirmalar
Emil Knoevenagel’in tezini dogrulamaktadir. Bu nedenle bu tiir tepkimelere ‘Knoevenagel
Kondenzasyonu’ adi verilmistir (Rahnema et al., 2007). Genel olarak yapilarinda a -
hidrojeni barindirmayan aldehidlerin, aktif metilen grubu bulunduran R3-CH2-R4 ya da Rz-
CHR-R4 yapisindaki bilesiklerle amonyak veya aminlerin varliginda girmis oldugu
tepkimelere ‘Knoevenagel Kondenzasyonu’ tepkimeleri denir Rs ve R4; CHO, COR,
COOH, COOR, CN, NO2, SOR, SO, SO20R olabilecegi gibi benzer bagka gruplar da
olabilir (Sekil 1.5) (Smith and March, 2001).
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Sekil 1.5. Knoevenagel kondenzasyon tepkimesi

Knoevenagel reaksiyonlar genel itibariyle aromatik sistemlerin aldehitler kullanilarak
turetildigi  reaksiyonlardir. Knoevenagel Kondenzasyon reaksiyonlar1 kullanilan

coziiciilere gore ayrilabilmektedir.

Organik Coziicti Kullamilmast: Knoevenagel Kondenzasyonunda etanol ve metanol gibi
organik solventler siklikla kullanilir. Literatiir taramalar1 incelendiginde etanol solventi ile
beraber tetra biitil amonyum hekzatungstat [TBA]> [WeO19] katalizoriiniin kullanildig:

Knoevenagel Kondenzasyonu ¢alismalart mevcuttur (Davoodnia, 2012).



Suyun Kullanilmasi: Knoevenagel Kondenzasyonun su kaybinin oldugu asamalari olsa da
solvent olarak suyun kullanildig1 reaksiyonlarda, reaksiyonlarin olumlu bir sekilde
ilerledigi belirtilmistir. Ornegin, Kumarin heterosiklik bir bilesiktir ve elektrolitik

alkenlerin iretilmesi igin suyun solvent olarak se¢ildigi ¢alismalar mevcuttur (Bigi and

Qmarontelli, 2012).

Solvent  Olmadan  Ilerleyen ~ Knoevenagel  Kondenzasyonlari:  Knoevenagel
Kondenzasyonlarinin solvent olmadan da ilerledigi pek ¢ok reaksiyon mevcuttur. MgO,
ZrO; kompoziti kullanilarak Knoevenagel Kondenzasyonu elde edilmistir. Coziiciisiiz
ortamin avantajlarindan biri reaksiyonda yer alan iriinlerin ¢ok kolay bir sekilde izole
edilebilmeleridir. Bu reaksiyondan kompozitlerin aktivitelerini yitirmemeleri avantjdir
(Jayarom and Gawende, 2006). Knoevenagel reaksiyonlarda bir diger 6nemli bilesen de
katalizor segimidir. Knoevenagel reaksiyonlarda bazi kompozitler heterojen bazik katalizor
olarak kullanilabilir. Ornegin malononitril ve karbonil bilesikleri ¢oziiciisiiz ortamlarda

heterojen bazik katalizor olarak kullanilmaktadir (Kalbasi et al., 2011).

Knoevenagel reaksiyonlari katalizorsiiz ortamda da gerceklesmektedir. Izolasyon kolaylig
ve ileri saflagtirma islemi gerekmemesi metodun avantajlarindandir (Bhuyan and Deb,
2005). Katalizor olarak tuzlarin kullanildigi reaksiyonlar kisa siirede, yiiksek verimlilikte

ve oda kosullarinda ger¢eklesmis olup katalizorlerin aktivitesini yitirmedikleri goriilmiistiir
(Liu and Ai, 2012).

Rhodanin iizerine oldukga fazla Knoevenagel reaksiyonu mevcuttur. Ozellikle son 25-30
yildir organik bilimciler tarafindan Rhodanin ve tiirevleri aragtirmalara konu olmaktadir.
Ciinkii ila¢ ana iskelesinde yer alip, biyologlar ve kimyagerlerin temsili haline gelmis bu

bilesikler genis farmasotik 6zelliklere sahiptir (Guiheneuf et al., 2014).

Gegmisten giiniimiize karbon-karbon bagi olusturabilen tepkimeler iizerine calismalar
yapilmaya devam edilmektedir. Bu tepkimelere bakildiginda malonontril gibi aktif metilen
bilesiklerin aldehitler ile tepkimesiyle gerceklesen Knoevenagel kondenzasyonu biiyiik
onem tasimaktadir. Ciinkii Knoevenagel kondenzasyonu ile antikanser, antioksidant,
antibakteriyal, antikonviilsan gibi 6nemli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip

benzilidenmalononitril tiirevlerinin elde edilmesini saglar (Nisanct, 2019).



Aldehit analoglariin aktif metilen bilesikleri ile reaksiyonu ilk olarak Emil Knoevenagel
(1984) tarafindan ileri siiriilmiis ve literatiirde yerini almistir (Shirini and Daneshvar,
2016). Ozellikle giiniimiizde ¢ok bilesenli reaksiyonlar verimi yiiksek, diisiik maliyet,
minimum atik ve minimum reaksiyon siiresiyle ¢ok fonksiyonlu molekiillerin elde edilmesi
katalizorsiiz ortamlarda Knoevenagel reaksiyonlar ile gerceklestirilmeye calismislardir
(Moemeni et al., 2015).

Knoevenagel reaksiyonlar1 olefinlerin (elektron eksikligi olan) sentezinde Onemli bir
sentetik yontem olarak literatiirde yerini almistir. Ayrica kozmetik ve ilag ara iriinlerinin
elde edilmesinde de Knoevenagel reaksiyonlardan faydalanilmaktadir. Knoevenagel
iirlinlere olan ilginin her gecen giin daha da artmasinin sebebi reaksiyon iirlinlerinin biiyiik

bir ¢cogunlugunun 6nemli biyolojik aktivitelere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir

(Kalbasi et al., 2011).

Sonug olarak Rhodanin ve tiirevlerinin sentezi Knoevenagel kondenzasyonu neticesinde
gergeklesebilmektedir. Rhodanin ve tiirevlerinin sentezinin Knoevenagel reaksiyonlar ile
gerceklestirilmesi hem daha verimli hem daha diisiik maliyet gerektirmesi hem de daha

cevreci olmasindan dolay1 yeni arastirmalarda uygun goriilmektedir.

1.5. Enzimler

Canli organizmalar i¢in hayati 6neme sahip olan enzimler canlilar tarafindan sentezlenen
ve metabolizmadaki kimyasal reaksiyonlarin spesifik olarak gerceklesmesini saglayan
katalizorlerdir. Enzimler reaksiyonlarin hizini arttirirlar ve degisiklige ugramazlar. Enzim
ile katalize edilen reaksiyonlarin hizin1 azaltan maddelere inhibitdr adi verilir. Bunlar

enzim substrat iligkisini bozarak etki ederler (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Enzimler protein yapisina sahip bilesiklerdir. Proteinlerin en spesifik ve en biiytlik olusumu
enzimlerden ibarettir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020). Protein yapisina sahip olduklari i¢in bu
yapinin bozulmasi veya aminoasit alt birimlerine parcalanmasi durumunda katalitik
etkilerini kaybederler. Enzimler katalitik etki gosterebilmeleri i¢in enzim i¢inde yer alan

proteinlerin primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilarina sahip olmalar1 gerekir. Bazi
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enzimler ise katalitik aktivite gosterebilmek i¢in bu yapilara ek olarak kofaktor adi verilen

ek kimyasal yapilara ihtiya¢ duyarlar (Nelson and Cox, 2004).

Enzimlerin isimlendirilmesi ve siiflandirilmasi yapilirken enzim-substrat adlarina gore ya
da aktivitelerini tamamlayan enzim veya kelimelerin bitimine -az- eki getirilerek
adlandirilir. Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu (ECIUB) enzimleri
simiflandirirken, enzimleri katalizledikleri reaksiyon sekillerine gore alti ana grupta

smiflandirmislardir (Nelson and Cox, 2004). Bu alt1 ana grup siniflandirilmasi soyledir:

Oksidorediiktazlar:  Yiikseltgenme-Indirgenme reaksiyonlarmi katalizleyen enzim
gruplaridir. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, oksigenazlar ve proksidazlara ek
olarak koenzim olarak da FADH2, NADH, NADPH 6rnek olarak verilebilir.

Transferazlar: Hidrojen hari¢ diger gruplarin transferini substratlar arasinda saglayarak

katalize eden enzimlerdir. Aldehitler, ketonlar ve fosfat bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

Hidrolazlar: Eter, ester, glikozid, peptid ve anhidrid gibi kompleks baglarin yani sira P-N,
C-X gibi baglara da su bilesiginin katilmasiyla parcalanmay1 katalizleyen enzimlerdir.

Esteraz, lipaz, glikozidaz, fosfataz, proteinaz ve tiim niikleaz enzimler bu grupta yer alirlar.

Liyazlar: Oksidasyon ve hidroliz yapmadan farkli bir mekanizma ile karbonlardan
gruplarin uzaklastirilmasiyla ikili bag olusturan ya da ikili baga katilma reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini da katalizlerler.

Izomerazlar: Yapisal, optik ya da geometrik izomerlerin birbirine doniisiimlerini saglayan

enzimlerdir. Rasemeraz, epimeraz ve mutazlar bu siniftadir.

Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin koparilmasiyla ortaya ¢ikan
enerjinin kullanilarak C-O, C-S, C-N, C-C baglarinin olugsmasini saglayan enzimlerdir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Enzimler, kofaktorler ile beraber katalitik aktivite gosterirler. Bu kofaktorler Fe?* ve Zn?*

gibi iyonlar olabilecegi gibi kompleks yapiya sahip organik ya da metaloorganik
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molekiiller de olabilir. Enzimin kofaktorlerle beraber katalitik olarak aktiflesmesiyle
holoenzimler olusur. Holoenzimin yapisinda yer alan proteinlere apoprotein ya da
apoenzim denir. Enzime nonkovalent olarak baglanan kofaktor gruplarina ise ko-substrat
denir (Nelson and Cox, 2004). Enzimler 6zelliklerine bagli olarak tek substrata ya da birden
fazla substrata etki edebilirler. Genel olarak enzimler stero spesifiklik gosterebilirler (Keha
ve Kiifrevioglu, 2020).

Enzimler protein yapisina sahip olduklarindan maksimum verimle galistiklar1 bir pH (asit-
baz derecesi) araligi bulunmaktadir. Bu pH araligi, optimum pH olarak adlandirilir. Genel
itibariyle fizyolojik pH’da enzimler maksimum etkinlik gosterirler (Nelson and Cox, 1993;
Keha ve Kiifrevioglu, 2020). Ornek vermek gerekirse pepsin enzimi pH 2.0 de, tripsin

enzimi pH 8.5 te maksimum aktivite gosterirler.

Reaksiyon hizina ortamda bulunan substrat da etki etmektedir. Yeterli miktarda substrat
oldugunda enzim konsantrasyonunun artmasiyla tepkimenin hizi artar. Ancak bu artis
belirli bir noktaya ulastiktan sonra sabitlenir. Bu, enzimin substrat ile doyuma ulastigi

noktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Enzimatik reaksiyonlarin genel ¢er¢evede enzimin aktif yerine substratin baglanmasiyla
enzim substrat bileseninin elde edilmesi, substratin kaybolarak yerini enzim ve iirline
birakmasiyla olugsmaktadir. Enzimlerin inhibisyonu iki sekilde olur. Bunlar; reversible
(geri doniisiimlii) ve irreversible (geri doniisiimsiiz) olmaktadir. Reversible inhibisyon

kendi arasinda tige ayrilir.

e Kompetetif (yarigmali) inhibisyon
e Unkompetetif (yar1 yarigmali) inhibisyon

e Non kompetetif (yarismasiz) inhibisyon

Kompetetif inhibisyon, enzim-substrat iligkisine benzer ve enzimin aktif olan yerine
baglanir. Substratin enzime baglanmasini engeller. Eger substratin konsatrasyonu
arttirilirsa inhibisyon azalir. Vmax (enzimin maksimum hizi) degismez, Km degeri yani
Vmax’in 1/2 sine yetismesi i¢in gerekli olan substrat miktar1 artar. Non kompetetif

inhibisyon, inhibitdr ile substrat benzer yapilara sahip degildirler. ikisi de enzime
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baglanabilir. Inhibitér enzimde yer alan aktif alan digmna baglanarak enzim substrat
birlesmesini engeller ve enzimi inhibe eder. Bu durumda inhibitdr enzimin katalitik
aktivitesini azaltir ve enzim ile substratin reaksiyona girme hizin1 da diisiiriir. Burada
substrat miktarinin artirilmasi inhibisyonu engellemez. Vmax degeri azalirken Km degeri
enzim i¢in sabit kalir. Unkompetetif inhibisyonda ise inhibitér enzim-substrat kompleksine
beraber baglanir. Bu durum enzim yapisinin birden fazla substrat ile reaksiyona girebildigi

sistemlerde daha ¢ok goriiliir. Vmax diiser, Km degeri ise azalir (Sarigiiney, 2018).

1.6. Karbonik Anhidraz Enzimi

Canli yagsami i¢in ¢ok onemli enzimlerden biri olan Karbonik Anhidraz (CA: karbonat
hidroliyaz, EC 4.2.1.1) enzimi ilk olarak Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda
Eritrositler tizerine yaptiklar1 galisma sonucunda bulunmustur (Supuran 2008). CA enzimi,
eritrositlerden akciger kilcal damarlarina bikarbonatin hizli transferini gerceklestiren

katalitik faktoriin arandig1 bir calisma sonucunda karakterize edilmistir (Dokmeci, 1992).

Giliniimiizden yaklasik seksen dokuz yil once kesfedilen CA enzimi halen giincel olarak
biyokimya ve biyomedikal bilimciler tarafindan arastirmalara konu edilmektedir (Supuran,
2010a). Keilin ve Mann (1944) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada CA aktivitesinin ¢inko
(Zn*?) igerigi ile dogrusal iliskili oldugunu kesfetmistir. Boylece CA enzimi tanimlanmis
ilk Metalloenzim enzim olarak tarihe gegmistir. CA enzimi Zn*?prostetik grubu tastyan tek
polipeptit zincirden meydana gelmektedir. Karbonik anhidraz enzimi 260 aminoasitten
meydana gelmis olup yaklasik olarak 30 kDA molekiil agirligina sahiptir (Atmaca vd.,
2021).

Simdiye kadar sekiz farkli CA ailesi kesfedilmistir. Degisik tiirlerde olmak tizere bunlar;
a-, B-, y-, 6-, C-, -, e- ve 1-CA'lar seklinde tanimlanmistir. a-CA (bakteriler, omurgalilar,
algler ve Cevreci bitkilerin sitoplazmasinda), B-CA (algler, bakteriler, tek ve ¢ift genekli
bitkilerin kloroplastlarinda), y-CA (temel olarak archealar da ve bazi bakterilerde), 5-CA
(baz1 deniz diatomlarinda) bulunmaktadir (Supuran, 2008; Atmaca vd., 2021).

Degisik ailelerde gosterilen homolog enzimler arasinda ciddi bir farklilik yoktur, tam

tersine bunlarin hepsinde ortak olarak Zn*2 iyonu mevcuttur. Bundan &tiirii bu ailelerin
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hepsi, katalitik fonksiyonlari bakimindan birbirine benzeyen formlardadir (Supuran,
2010b). Karbonik anhidraz enziminin memelilerde 16 a—CA izoenzimi bulunmaktadir. Bu
izoenzimlerin; 5 tanesi (CA I, CA Il, CA 111, CA VII ve CA XIII) sitozolik yapida, 2 tanesi
(CA VA, VB) mitokondriyal yapida, 1 tanesi (CA VI) salgisal yapida, 5 tanesi (CA IV, CA
IX, CA XII, CA XIV ve CA XV) membrana baglh yapida ve 3 tanesi (CA VIII, CA X ve
CA XI) nonkatalitik yapidadir. CA XV izoenziminin katalitik aktivitesinin az oldugu ve
CA 1V gibi benzer 6zelliklerinin oldugu goriilmiistiir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin

timorojen 6zelliginin oldugu rapor edilmistir (Supuran, 2010b).

Ik olarak memeli eritrositlerinden izole edilen CA, sonraki yillarda ise insan eritrositleri,
sican eritrositleri, balik eritrositleri, sigir kemigi, cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflastirilmis ve bir¢cok kaynaktan saflastirilarak karakterize edilmistir. Bu enzim 6zellikle;
canlilarda karbondioksitin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarini
tersinir olarak katalizlemesiyle on plana ¢ikmaktadir. CA enzimi viicut sivisinin
dengelenmesi, kemik gelisimi, pH diizenleyici ve diger pek ¢ok fizyolojik ve patalojik

stireglerde 6nemli roller oynamaktadir (Supuran, 2010b).

Karbonik anhidrazin aktif bdlgesi oyuk seklinde olup genis bir alana yerlesmistir. Zn?*
iyonu bu oyugun alt kismna bitisik bir durumdadir. Zn?* iyonlari, ii¢ histidin (His-94, His-
96 ve His-119) ve H20 molekiilii tarafindan koordine edilerek enzimin aktif bolgesinin
altinda yer alir. CA'larin aktif alan1, CO2'nin tersinir hidrasyon reaksiyonunu katalize etmek

icin bir substrat H2O'ya baglanan ve onu aktive eden giiclii bir Lewis asidi olan aktif bir

Zn?* iyon bolgesi igerir (Sekil 1.6) (Saglamtas, 2021; Caglayan, 2019).

CA enziminin katalizledigi bu reaksiyon;

e Ortamin pH ve CO2 dengesini saglar.

e Kemik resorbsiyonu/kalsifikasyonunu saglar
e Dokulardan CO: transferini saglar.

e Viicudun elektrolit dengesini saglar.

e Biyosentetik reaksiyonlar1 (glukoneogenez, lipogenez, iireagenez) gerceklestirir

(Caglayan, 2019).
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CA enziminin inhibisyonu veya aktivasyonu ile agiklanabilen bazi hastaliklar mevcuttur.

Bu hastaliklari su sekilde sayabiliriz;

e Glokom
e Obezite
o Kanser

e Epilepsi

e (Osteoporoz
e Noropotik agri
e Alzheimer (Bayindir et al., 2019a; Goger et al., 2016).

Leu 198

Thr 199
«r P Val 207
i 6. g
is 96 c’“\ 9 : \k
HO 5 @ ¥ emmmmmm e
y L . B Trp 209 : H ©®@®:

................

His 94

Val 143

His 119
® co, + H,0
Val 143
hCA Il
Leu 198
His 96 Val 207 HCO;” + H*
(H2CO3)

Val 143

Sekil 1.6. hCA Il izoenziminin kataliz mekanizmasi
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Literatiire gore CAI ve CAII korneal endotelyumda yer aldig: bildirilmistir. Yine CA VII
izoenzimi sinir sisteminin lizerine etkileri bulunmaktadir (Bayindir et al., 2019c). Fenolik
bilesikler ve asitler CA I ve CA II izoenzimleri i¢in inhibitér goérevi gérmektedir. Boyle
bilesikler, tibben ilgili CA’lardan bazilarin1 amaglayan spesifik inhibitorlerdir. CA | ve CA
IT sitozolik izoenzimler oldugu ve mide hiicrelerinde CA 1II izoenzimi yer aldigi
goriilmiistiir. Yapilan incelemeler CA I in mukoza zarinda ve pankreas langerhans
adaciklarinin alfa hiicrelerinde bulundugunu gostermistir (Giilgin ve Baydemir, 2013).
Yine CA XIII tiikiiriik bezi, bobrek, ileum, kolon, rahim ve testisi de barindiran farkli
dokularda exprese halde bir izoenzimdir. CA XIII izoenziminin CA | ve CA Il ile CA 1II
sitozolik enzimleriyle biiylik o6l¢iide benzerlik gosterdigi (% 60) bildirilmistir (Gokee,
2009).

Tablo 1.1. CA 1 ve CA II bulundugu yerler ve ilgili oldugu hastaliklar (Giilgin et al. 2013)

Bulundugu yer Hiicre ici  Katalitik Inhibitor ilgisi Ilgili oldugu
yerlesim  aktivite hastalik
CAl  Eritrosit Sitozol Diisiik Orta Retina
Gastrointestinal sistem Beyin 6demi
Goz
CA Il  Eritrosit Sitozol Yiksek Cok yiiksek Glokom
Gastrointestinal sistem Odem
Goz Epilepsi
Bobrek Yiiksek irtifa
Karaciger hastalig1
Beyin

Kemik osteoklastlari
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2. KAYNAK OZETLERI

Heterosiklik bilesikler igerisinde en dnemlilerinden birisi ise Rhodanine bilesigidir. Son
yirmi yil boyunca 5-ariliden rhodanin tiirevleri, ila¢ kesfinde ayricalikli iskeleleri temsil
etmelerinden dolay1 kimyagerler ve biyologlar tarafindan yogun arastirma konusu
olmustur. 5-Siibstitiie rhodanin tiirevlerinin sentezi genel itibariyle aldehitlerle rhodanine
tirevlerinin trietilamin ya da piperidin (sagliga ciddi zararlart bilinen maddelerdir) gibi
bazlar ile ¢oziicii igerisinde Knoevenagel Kondenzasyonu sonucu elde edilirler. Bu
reaksiyon her ne kadar kullanilish bir yontem olsa da rhodanin ii¢ pozisyonunda bazlara
kars1 duyarl gruplarin bulunmasi durumunda ciddi sikintilar olusturmaktadir. Dolayisiyla
Knoevenagel Kondenzasyonunun daha 1liman ve ¢evreci sartlarda gergeklestirilmeleri de
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bayindir ve gurubu yapmis olduklart bir ¢alismada
amino rhodanin bilesigi ile Isatin (Ox1)’iin reaksiyonunu yiiksek sicakliklarda katalizorsiiz
olarak gerceklestirerek 5-siibstitiie rhodanin tiirevi 5-OxIRh’nin sentezini yiiksek

verimlerle elde etmislerdir (Sema 1) (Baymdir, 2019a, Bayindir, 2019b).

O ArCHO 0
A L
® rZ<NH NA4Cl, piperidin Ar/\((NH yaygin yaklagim
S\< Knoevenagel S
S Kondenzasyonu [S
1

S

S/[<N—NH2
Ho /7 H)"\«\,

S
®) 5 s o o 2
2A ©N-NH :N\
~ NH;
o) O@ ,\‘l S yeni cevreci yaklagim
= W
S
2C
EtOH, 100°C. NH,

katalizorstiz

(0] \/48
O Knoevenagel /) S
m Kondenzasyonu | I
N~ O o)

N 2, NH,OH/NH,CI N
oxl EtOH, refiiks H
5-OxIRh

Sema 1



17

Birgok grup dnemli bir heterosiklik bilesik olan rhodanine (1)’in reaksiyonlari {izerine
yogunlagsmustir. Ozellikle 5-siibstitiie-rhodanin tiirevlerinni daha etkili yontemlerle yiiksek
verimlerle sentezlenmesi bilim insanlariin ilgi odagi olmustur. Bu ¢alismalardan birisi de
Suresh vd. tarafindan gergeklestirilmistir. Suresh vd. bu calismalarinda 5-siibstitiie-
rhodanin tiirevlerinin etkili sentezlenmei i¢in yeni katalizor sistemleri lizerine arastirmalar
yapmusglardir (Suresh et al., 2013). Bu ¢alismada, baz1 1,1,3,3-tetramethylguanidine-temelli
iyonik sivilar (TSILS) katalizor olarak kullanilarak 2,4-thiazolidinedione (Rh) bilesiginin

aldehitlerle reaksiyonlarini incelemislerdir (Sema 2).

ArCHO
O [TMG][Lac] (%29 mmol) O

r/< ( 1,1,3,3-tetramethylguanidine lactate) Ar/\f/(
NH > NH

S S
\< 80 °C, Ultrason isini T<

1 Ar = 4-MeO-Ph, 4-CI-Ph,
2-furanil, 2-tiyofenil

Sema 2

Bir¢ok ilag analogunun ana ikletetini olusturmalarindan dolay1 5-aril-siibstiite-rhodanin
tirevlerinin etkili sentezi ve biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi ge¢misten giliniimiize
kadar popiilerligini korumaktadir. Bu ¢alismalardan bir digeri ise Arsovska vd. tarafindan
gerceklestirilmistir (Arsovska et al., 2014). Bu ¢alismada, Arsovska vd. rhodanin (1) ve
benzyl aldehitlerin etanol icersinde ve piperidin/AcOH katalizorliiginde 5-benzliden-
rhodanin tiirevlerinin sentezini gergeklestirmislerdir (Sema 3). Daha sonra, elde edilen 5-
benzliden-rhodanin tiirevlerinin indirgenmesi neticesinde indirgenmis 5-benzil-rhodanin

tiirevlerinin sentezini de rapor etmislerdir.

r[( R /@/\r(
NH
S\( EtOH, 30 W, 18 bar, S\(
S 150 oC, 20 dk.
1 R=H, NO, COZH,

CN, OH

Sema 3
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5-Ariliden-rhodaninlerin sentezi igin basit, verimli ve ¢evreci bir diger yaklasim ise
Boureghda vd. tarafindan gelistirilmistir. Bu ¢alismada rhodanine (1) ve aldehitlerin etanol
icerisindeki reaksiyonlart NapSO3z lewis asit katalizorliigiinde gerceklestirilmistir
(Boureghda et al., 2020). Goriildigii gibi bir¢ok grup 5-siibstitiie-rhodanin tiirevlerinin
daha yiiksek verimlerle elde edilebilmeleri igin etkili katalizor ve/veya ¢Oziicii
sistemlerinin  gelistirilmesi lizerine ¢alismalar yapmislardir. Genel itibariyle baz
katalizorliigiinde gerceklestirilen sentez yaklasimlar1 agir basmaktadir. Ilag kesfinde
oldukca degerli olan rhodanine tiirevlerinin daha g¢evreci katalizor sistemleri ve 1liman
reaksiyon sartlar1 altinda sentezlenmesi oldukg¢a dnemlidir. Devi ve grubu rhodanine (1) ile
aldehitlerin su igerisindeki reaksiyonlarini inceleyerek aldol tipi reaksiyonlar neticesinde
5-aril-siibstiitiie-alkol tiirevlerinin sentezini ilk olarak rapor etmislerdir (Sema 4) (Devi and
Devi, 2018). Bu g¢alismada tek dezavantajli durum kullanilan aldehitlerin neredeyse

tamaminin elektron cekici gruplar ihtiva ediyor olmalaridir.

R, R

3
0 Rs OH 4
N—Me > N—M
s\< H,0 R, s\< e
S S
3(N)-CH3Rh Ri=NO, Ry=H, Ry=H

R1=CN, R2=H, R3=H
R1=C|, R2=H, R3=H
R1=H, R2=N02,R3=H
R1=H, R2=H, R3=N02

Sema 4

Alzheimer hastalig1 (AH), B-amiloid (AB) peptitlerinden olusan bol miktarda senil plaklar
(SP'ler) ve beyinde yiiksek oranda fosforile edilmis tau proteinlerinin filamentleri
tarafindan olusturulan sayisiz norofibriller yumaklar (NFT'ler) ile karakterize ilerleyici bir
ndrodejeneratif hastaliktir. Su anda, yalnizca AD'nin kesin teyidi, beyindeki SP'lerin ve
NFT'lerin 6liim sonrast histopatolojik incelemesine baglidir. Bunun i¢in, Ono vd. yeni bir
dizi rhodanin (Rh) tiirevlerini Alzheimer hastaligi (AH) olan hastalarin beyinlerindeki tau
patolojisini saptamak i¢in tasarlanmis ve sentezlenmistir (Ono et al., 2011). Tau ve -
amiloid (AP) agregatlarinin kullanildig in vitro deneylerde, sentezlenen yeni 5-siibstitiie-

rhodanin tiirevlerinin tau agregatlarina kars1 yiiksek spesifik baglanma gdsterdigini
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belirlemisler. Hedef 5-Ar-Rh tiirevi birbirini takip eden bes basamakli reaksiyon serisi

sonucunda elde etmisglerdir (Sema 5).

CHO
CHO \O/ _
o)
o
= O =
Ph3P Pd NazCOg,
B(OH), dimetoksietan

0
HoN SCN\)J\O/Et H< JCOZEt piperidin

> N CH,Cl,
EtO,C EtsN S\<
CH,CN S
]
|
O\V\S = 0]
N | Y
eto,c— O
Rh-I
Sema 5

Rhodanin (1) ve 3-amino-rhodanin (2, 3-NH2-Rh) temelli biyolojik bilesiklerin sentezi
tizerine diger bir ¢alisma ise sim ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Russell vd. insan
arilamin N-asetiltransferaz enziminin segici inhibitorleri olarak bir dizi rhodanin tiirevinin
sentezini gergeklestirmislerdir (Russell et al., 2009). Bu sayede, tanimlanan en giiglii
inhibitorler olan submikromolarla kiyaslandiginda etkili sayilabilecek yeni inhibitorlerin

literatiire kazandirilmasini saglamiglardir (Sema 6).

| CHO
0 HO | O
f« | N
N—R; > N—=R
S\< NH40Ac, toluen HO S\<
S refliks | S
R1 =H, CH3’ veya NH2 R1 =H, CH3’ veya NH2

Sema 6
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Rhodanin (Rh, 1) gibi, kinolin, indole, oksindol vb. heterosiklik bilesikler de 6nemli
biyolojik aktiviteye sahip organik bilesiklerin yapisinda yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Dolayisiyla yeni ilag analoglarinin sentezinde bu énemli heterosiklik bilesiklerin bir veya
daha fazlasimni ayni anda yapisinda bulunduran yeni tiirevlerin sentezi de biiyiik 6neme
sahiptir. Bu baglamda Subheder vd. kinolin ve rhodanine iskletlerini yapisinda tagiyan yeni
bir seri molekiil sentezleyerek Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MTB) (ATCC 25177)
ve Mycobacterium bovis BCG'ye (ATCC 35743) karsi antitiiberkiiler aktivitelerini
incelemislerdir (Sema 7) (Subheder et al., 2017).

A
"

0 S S
Rs N (Rh, 1) _ Rs NN N
= S
R, N [DBUH][OAC] R; N \\<s

R N 0 Ri
N (0) R1=Me, R2=H, R3=H
H R1=H, R2=Me, R3=H

R1=H, R2=H, R3=Me
R1=H, R2=OMG, R3=H

Sema 7

Rhodanin (1)’in iizerine olduk¢a fazla sayida ¢alisma olmasina karsin 3-amino-rhodanin
(2, 3-NH2-Rh) iizerine oldukga sinirli sayida ¢aligma vardir. Bunlardan bir tanesi de Wang
ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir (Powers et al., 2006). Bu ¢alisma kapsaminda
sentezi gerceklestirilen bir dizi 3,5-dislibstitlie rhodanine tiirevinin HCV RNA polimeraz

icin yeni etkili inhibitorler olabilecegi rapor edilmistir (Sema 8).

RZ—Q—CHO
@] O
,//< R, = OMe, NO, veya Me AN

N_R1 N_R1
S\< NaOAc, MeOH R S\<

S 65 °C S

R;=H, NH;, veya Ts R4 =H, NH, veya Ts
R, = OMe, NO, veya Me

Sema 8
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Rhodanin tiirevlerinin antimikrobiyal, antiviral, antifungal vb. aktivite gosterdikleri
bilinmektedir. Akunuri vd. genis yelpazede 5-siibstitiie-rhodanin tiirevlerinin sentezini
gerceklestirerek S. aureus ve A. baumannii karsi antibakteriyel 6zelliklerini incelemislerdir
(Sema 9) (Akunuri et al., 2022).

\

0]
Ar 7 PS % o
N Ar CHO ([< Ar-CHO Ar/\r«
NH NH > NH

© S\( NaOAc, AcOH S\< NaOAc, AcOH S\\<
S EtOH, refliks S EtOH, refliiks S
Ar = 4-CN-Ph, Rh (1) Ar = 4-CN-Ph,
4-F-Ph 4-F-Ph
2,4-diCI-Ph DMF-DMA | THF, 50 °C 2,4-diCl-Ph
4-OCF3-Ph 3-Br-Ph
furan
N O tiyofen
N/\(« 1H-indol-3il
N_
! S
S
R
\©\N,NH2HCI EtOH, refliiks
H

R = CN,F, Bror Cl S

Sema 9

Son zamanlarda, CA'larin aktivitesinin inhibisyonu; antitiimor, antiglokom ilaglari,
antiobezite, antikonviilzan faktorler ve teshis araclar1 gibi ¢esitli tibbi uygulamalar i¢in
kayda deger amaglara sahiptir. Ote yandan, 3-siibsitiie-rhodanin sentezinde asit
katalizorliigiinde Knoevenagel reaksiyon mekanizmasi kullanilarak yapilan yontemde
verimliligin diisiik oldugu goézlenmistir. Ayrica kullanilan bu yontemin daha az gevreci ve
daha fazla maliyetli oldugu tespit edilmistir. Katalizoriin kullanilmadig1 verimliligin daha
yiiksek oldugu, maliyetin daha az ve daha ¢evreci bir yontem olan Knoevenagel reaksiyon
mekanizmasi yontemiyle 3-siibsitiie-rhodanin tiirevi elde edilmistir (Sema 10). Burada, 3-

stibsitiie-rhodanin tiirevlerinin sentezi; 10 mL etanol i¢erisinde ¢0zlinmiis halde bulunan
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aldehit tiirevlerinin tizerine yine saf etanol igerisinde ¢6ziinmiis halde bulunan 3-NH2-Rh
(2) bir damlatma hunisi yardimiyla eklenmesini takiben, elde edilen karigim oda
sicakliginda 4 ile 12 saat araliginda karistirilmasini takiben kristalizasyon islemi

neticesinde gergeklestirilmistir (Bayindir vd., 2019c).

S j\ S
sA R™H W
N—NH, - N—=N
l\‘( katalizérsiiz, \\«
0O EtOH, rt 0
(2) 3-siibstitlie-rodanin tdrevleri

hCA 1, hCA Il ve AChE
enzimleri Uzerine inhibsyon
etkileri

Sema 10

Insan CA enzimi, basta solunum ve karboksilasyon tepkimeleri olmak iizere viicut sivisinin
dengelenmesi, pH diizenleme, bikarbonat sentezi, kemik gelisimi, kireglenme gibi
fizyolojik siireglerde nemli roller oynamaktadir (Giilgin et al., 2016). insan CA enzimi
iizerinde yapilan bir¢ok inhibisyon c¢alismalarinin kayda deger sonug¢ vermeleri
neticesinde, enzimin potansiyel inhibitorlerinin sentezlenmesine de hiz verilmistir. Bu
kapsamda sentezlenen inhibitér maddelerin basta glukom tedavisinde kullanilmak {izere
antitimor, antitilser ve diiiretik ilaglarin gelismesinde yol gosterici olarak kullanilmalart
soz konusudur. Bu nedenle CA enziminin inhibisyon mekanizmasinin aydinlatilmasi ve
organik yeni bilesiklerin sentezlenmesi daha popiiler ¢alisma konusu haline gelmistir
(Supuran and Scozzafava, 2001; Goksu vd., 2014; Huyut vd., 2017). Birgok kimyasal
madde ve ilaglar tarafindan CA enziminin aktivasyon ve inhibisyon etkileri bilim insanlar
tarafindan arastirilmis ve rapor edilmistir (Bayindir et al., 2019a; Turkan et al., 2019;
Taslimi et al., 2018a; Giilgin et al., 2004). Bu ¢alismalardan bazilar1 asagidaki gibi

siralanmustir.

Ekinci ve grubu (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada tiyazolidin temelli organik
bilesiklerinin hCA enzimini inhibe etme 6zelligini incelemislerdir. Yapmis olduklar1 bu
calisma neticesinde tiyazolidin-4-on tiirevlerin etkili birer hCA enzim inhibitori

olduklarin1 ortaya koymustur. Benzer diger bir ¢alisma ise, Akocak ve grubu (2018),
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tarafindan gerceklestirilmistir. Benzensiilfanoik asit ve benzoik asit tiirrevleri olan organik
molekiillerin hCA enzimini inhibe edecek S ve N yan gruplara sahip olmalarinin da

inhibisyon iizerine oldukg¢a fazla etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Vats ve arkadasglarimin yapmis olduklar1 diger bir c¢aligmada ise, hidroksimetil,
karboksilikasit, karboksilikasit hidrozit, karboksiamit ile benzensiilfonamit igeren 1,2,3-
triazol karboksilat tlirevleri sentezlenerek, bu organik bilesiklerin CA I, CA 1l, CA IV ve
CA IX ‘akars1 inhibisyon etkileri incelemislerdir (Vats et al., 2018).

Diger bir ¢aligmada ise, Bulut et al., (2018) 4-amino-1,2,-triazol-3-tiyol molekiillerini
sentezlemis ve antioksidan ozellikleriyle beraber CA ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimleri tizerine inhibisyon etkilerini spektrofotometrik olarak incelemislerdir.

Sentezlenen bilesiklerin enzimlere karsi giiclii bir inhibisyon sergiledikleri belirlenmistir.

Taslimi et al., (2018b) tarafindan yapilan bir ¢alismada N,N'-bis-siyanometilamin ve
alkoksimetilamin tiirevleri sentezlenerek CA I, CA II, AChE ve biitirilkolin esteraz (BChE)
enzim aktiviteleri tizerine bu maddelerin inhibisyon etkilerinin nM seviyede oldugunu

rapor etmisler.

Yapilan bir ¢calismada CA I, CA II, AChE ve a-glukozidaz enzim aktiviteleri ilizerine bazi
pirazol tiirevlerinin inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore,
insan CA I ve II izoenzimi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan asetazolamid bilesigine
nispeten pirazol tiirevlerinin daha etkili inhibisyon profilleri sergiledigi tespit edilmistir
(Turkan et al. 2018).

2.1. Cahsmanin Amaci

Rhodanin tiirevleri biyolojik aktiviteleri ve teknolojik uygulamalari nedeniyle biiyiik
oneme sahiptir. Ek olarak, Knoevenagel kondenzasyon reaksiyonu, sentetik organik
kimyada 5-ikameli rhodanin gibi ¢esitli 6nemli tibbi {irlinlerin {iretimine izin veren C-C
bagi olusumu i¢in oldukca onemli prosediirlerden biridir. Bayindir ve grubu tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, 3-NH2-Rh (2) ve isatinin reaksiyonlarimi farkli kosullar

altinda incelemis ve reaksiyonlar sonucunda bir Knoevenagel kondenzasyon iiriinii olan 5-
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oksiindol-rhodanin (5-OxIRh) tiirevini elde etmislerdir (Sekil 2.11). Bayindir ve grubu
yine bu ¢alisma 1s1g8inda, 3-NH>-Rh (2)'nin aldehitler ile farkli reaksiyon kosullarindaki
reaksiyonlarini incelemislerdir. Gergeklestirilen optimizasyon g¢alismalar1 sonucunda, 3-
NH2-Rh (2)'nin aldehitlerle oda sicakliginda katalizorsiiz veya CH3CO;H Kkatalizor
reaksiyonlarindan N-ikameli-rhodaninlerin  (3-Ar-Rhs) sentezini gergeklestirmislerdir
(Sekil 2.11). Bu baglamda, bu calismanin Onciilleri arasinda yer alan optimizasyon
calismalar1 sonucunda 3-NH2-Rh'nin katalizorsiiz reaksiyonlarindan rhodanin bazli imin

tiirevinin sentezlenebilecegi yeni bir Cevreci yaklagim yontemi gelistirilmistir.

Cevreci bir yaklasimla 3-NH2-Rh (2)'nin daha niikleofilik NH>'si yerine C5 konumundan
bolgesel segici reaksiyonu 6nemli bir zorlugu temsil etmektedir. Bu baglamda, ¢alismanin
bu kisminda, katalizor igermeyen kosullar altinda 3-NH2-Rh (2) ile ¢oziicti destekli ve
kontrollii bolgesel segici siibstitiisyon reaksiyonlarini inceledik. Ayrica, yeni 5-Ar-Rhs'nin
sitozolik karbonik anhidraz (hCA'lar) 1 ve II izoformlarina karsi enzim inhibisyon

caligmalar1 da gerceklestirilmistir.

(A) Onceki calismalar: 5-OxIRh, 3-Ar-Rhs tiirevierinin sentezi ve enzim (hCA, AChE, G6PG ve
6PGD) inhibisyon ¢alismalari

N
0] O S
S ArCHO N F
s A /A (ar= i) Oxl ) S
N—N - 3-NH,-Rh >
\\« rt, EtOH (2) 100°C, EtOH
N
0 H
3-Ar-Rhs U (I 5-OxIRh
(B) Bu galisma: 3-amino-rhodanin (2)'nin aldehitlerle su destekli Knoevenagel kondenzasyon
reaksiyonlari o ArCHO o
(Ar = Aril)
,/4 3a-3] Ar/\/«
N_NHZ > N_NHZ
S\( EtOH/H,0 (9:1) S
S 100°C, S
3-NH,-Rh (2) 5-Ar-Rhs (4)

Sekil 2. 1. N- ve 5-siibstitiie-rhodanin tirevlerinin sentez stratejileri
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Genel Yontemler

'H ve 3C NMR spektrumlar1 400 MHz Varian Mercury, 400 MHz ve 600 MHz Bruker
marka cihazlarda alinmis ve TMS standart alinarak & 6l¢li biriminde verilmistir. Kati
maddelerin erime noktasi Gallenkamp MPD 350 erime noktasi tayin cihazi ile
belirlenmistir. IR spektrumlart Perkin-Elmer FT-IR spektrofotometresinde KBr peletleri
veya ATR ile kaydedilmis ve dalga sayilari cm™ biriminde verilmistir. Saflastirma
islemleri kolon kromatografisi [Merck Silika Jel 60 (70-230 mesh)] ve kromatatron
(Harrison Research Chromatotron, Silikajel 60 PF254, 1, 2 ve 4 mm) ile gergeklestirildi.
TLC (Ince tabaka kromatografisi) analizleri silika jel kaplanmis aliiminyum tabakalar
(Merck, Silikajel 60 PF254, 20%20 cm) ile yapilmis ve 254 ve 356 nm UV lambasi ile
goriintlilenmistir. Kullanilan c¢oziiciiler standart metodlar ile saflagtirilmis ve diisiik
basingta (20°C, 20 Torr) uzaklastirilmigtir (Amarego, 1996). UV-vis spektrumlari, bir
Shimadzu UV-3101PL UV-vis-NIR spektrometresinde kaydedildi.

Ayrica hCA | ve Il enzimlerinni saflastirilmast ve inhibisyon ¢alismalarinda pH metre
(Hanna Instrument), Otomatik pipetler (Eppendorf), Calkalayict (Niive SL 350), Vorteks
(Heidolph Reax Top Vortex), Distile su cihazi (GFL 2001/4) kullanilmistir. Sentez ve
biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan biitiin kimyasallar (standart serum albiimin, sodyum
bikarbonat, sodyum hidroksit, Tris, sodyum perklorat, sodyum siilfat, sodyum asetat, brom
timol mavisi, 2-merkaptoetanol, siilfirik asit, hidroklorik asit, fosforik asit, metanol, etanol,
sodyum barbital, Coomassie brillant blue G-250, N,N’-metilen bisakrilamit, akrilamit ve
kullanilan diger kimyasallar) Sigma-Aldrich ve Merk’ten temin edilmistir. P-nitrofenil

asetat ise Alfa Aesar’den satin alind.
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3.2. Deneyler

3.2.1. 5-Aril-Rhodaninlerin (5-Ar-Rhs) Sentezi i¢cin Genel Prosediir

3-Amino-rhodanin (3-NH2-Rh, 2) EtOH/H.O (v/v : 9/1, 10 mL) ¢ozeltisi igerisinde
yaklasik 30 dakika geri akitildi. Ardindan, 3-NH2-Rh ¢o6zeltisine etanol/su (h/h: 9/1, 10
mL) igindeki ilgili aldehit (3a-3j, 1.0 esdeger) ¢ozeltisi damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karisimi, bir gece boyunca katalizor olmadan 100°C'de karistirild1 ve TLC ile
izlendi. Daha sonra karisim tirlinii EtOH'den yeniden kristallestirildi. Kristallestirmeden
sonra 5-Ar-Rh tiirevleri (4a-4j) asagidaki gibi elde edildi. (Not: Reaksiyonlarda 100 mg
(0.68 mmol) 3-NH2-Rh ve karsilik gelen aldehit esdeger miktar: kullanilmis ve reaksiyon

verimleri buna gore hesaplanmuistir).

(Z)-3-amino-5-(4-metoksibenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4a): 5-Ar-Rh tiirevi 4a
%78 verimle acik sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 270-271°C.

H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 7.81 (s, =CH, 1H), 7.62 (m, AB sisteminin A kismu,
=CH, 2H), 7.12 (m, AB sisteminin B kismi, =CH, 2H), 5.95 (s, NH2, 2H), 3.84 (s, OCHj,
3H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.21, 163.75, 161.56, 133.58, 133.02, 125.52,
116.84, 115.14, 55.58

ESI-MS Ci1H10N20,S2 (m/z) [M+H]* = 267.03
IR (ATR, cm™): 3048 cm™* (NHz, uzama), 1722 cm™* (C=0), 1600 cm™* (NHz, makas),
1573 cm™* (C=C), 1421, 1321 cm*(C=S), 1259 cm*(C-0), 806 cm™* (C-C, germe), 766

cm 1 (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(4-metilbenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4b): 5-Ar-Rh tiirevi 4b %73
verimle agik sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 201-202°C.
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!H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 7.82 (s, =CH, 1H), 7.56 (m, AB sisteminin A kismu,
=CH, 2H), 7.38 (m, AB sisteminin B kismi, =CH, 2H), 5.94 (s, NH2, 2H), 2.37 (s, CHs,
3H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.84, 169.65, 143.56, 133.64, 129.76, 129.11,
128.89, 117.15, 21.28

ESI-MS C11H10N20S; (m/z) [M]" = 250.04
IR (ATR , cm™): 3025 cm™* (NH2, uzama), 2972 cm™* (CHa, sp%), 1709 cm ™ (C=0), 1597
cm 1 (NH;, makas), 1571 cm ! (C=C), 1441 cm*, 1421 cm™%, 1311 cm 1 (C=S), 1260 cm™

(C-0), 804 cm ™1 (C-C, germe), 748 cm™* (NH, sallanma)

((2)-3-amino-5-(2-nitrobenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4c): 5-Ar-Rh tiirevi 4¢ %61
verimle beyaz bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 225-226°C.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 8.23 (d, J = 7.7 Hz, =CH, 1H), 8.09 (s, =CH, 1H), 7.90
(t, J = 7.7 Hz, =CH, 1H), 7.72-7.77 (m, =CH, 2H), 5.95 (s, NHz, 2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 188.36, 163.00, 147.84, 134.65, 131.40, 130.00,
129.58, 128.54, 125.58, 124.78

ESI-MS C10H7N303S; (m/z) [M+H]" = 282.31
IR (KBr,cm™): 3085 cm™ (NH2, uzama), 1726 cm™t(C=0), 1596 cm ! (NH2, makas), 1417
cm?, 1421 cm™, 1321 cm ™ (C=S), 1257 cm*(C-0), 1237 cm %, 1217 cm™?, 802 cm ™ (C-

C, germe), 714 cm™ (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(3-nitrobenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4d): 5-Ar-Rh tiirevi 4d %79
verimle sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 190-191°C.
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 8.50 (s, =CH, 1H), 8.32 (d, J = 8.3 Hz, =CH, 1H), 8.05
(d, J = 8.3 Hz, =CH, 1H), 8.01 (s, =CH, 1H), 7.84 (t, J = 8.3 Hz, =CH, 1H), 5.96 (s, NHz,
2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.92, 164.05, 148.81, 136.35, 135.04, 131.56,
131.19, 125.56, 125.37, 123.02

ESI-MS C10H7N303S, (m/z) [M]* = 280.98
IR (KBr, cm™): 3429 cm?, 3066 cm™ (NHz, uzama), 1709 cm™ (C=0), 1614 cm™ (NH_,
makas), 1581 cm?, 1438 cm™, 1316 cm* (C=S), 1280 cm 1 (C-0), 1235cm ™, 1210 cm ™,

831 cm 1 (C-H, sallanma), 719 cm* (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(4-nitrobenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4e): 5-Ar-Rh tiirevi 4e %81
verimle sar1 bir kati olarak elde edildi. Mp. = 222-223°C.

IH-NMR (400 MHz, DMSO0-d6): & 8.36 (m, AB sisteminin A kismi, =CH, 2H), 7.97 (s,
=CH, 1H), 7.92 (m, AB sisteminin B kismi1, =CH, 2H), 5.96 (s, NH2, 2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.51, 163.55, 147.63, 139.03, 131.52, 130.26,
124.66, 124.35

ESI-MS C10H7N303S2 (m/z) [M+H]" = 282.01
IR (KBr,cm™): 3087 cm ™t (NH2, uzama), 1712 cm 1 (C=0), 1598 cm ! (NH2, makas), 1571
cm?, 1418 cm™?, 1351 cm ™t (C=S), 1282 cm ™ (C-0), 1217 cm™, 1020 cm™?, 803 cm ™ (C-

C, germe), 712 cm™* (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(4-hidroksibenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4f): 5-Ar-Rh tiirevi 4f
%76 verimle acgik sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 212-213°C.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 10.52 (s, OH, 1H), 7.76 (s, =CH, 1H), 7.53 (m, AB
sisteminin A kismi, =CH, 2H), 6.94 (m, AB sisteminin B kismi1, =CH, 2H), 5.92 (bs, NH,
2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.64, 164.30, 161.15, 134.65, 133.94, 124.54,
117.12, 116.05

ESI-MS C10HgN20:S; (m/z) [M+2H]* = 254.32

IR (KBr, cm™): 3300 cm™ (O-H), 3107 cm™* (NH2, uzama), 1693 cm ™ (C=0), 1600 cm™
(NHz, makas), 1574 cm™, 1471 cm™t, 1409 cm 1 (C=S), 1285 cm*(C-0), 1240 cm ™1, 1214
cm™t, 1100 cm™, 820 cm ™ (C-C, germe), 725 cm ™t (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-tioksotiazolidin-4-on (4g): 5-Ar-Rh
tiirevi 49 %54 verimle agik kirmizi bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 263-264°C.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 9.59 (s, OH, 1H), 7.87 (s, =CH, 1H), 7.41 (s, =CH,
1H), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, =CH, 1H), 7.07 (d, J = 8.2 Hz, =CH, 1H), 5.94 (s, NHa, 2H), 3.86
(s, OCHs, 3H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 186.34, 169.75, 152.26, 146.96, 133.20, 124.40,
123.51, 118.21, 113.00, 111.75, 55.66

ESI-MS C11H10N203S; (m/z) [M+2H]" = 284.03
IR (KBr, cm™): 3315 cm™ (O-H), 3054 cm™ (NH2, uzama), 2917 cm™ (CH, sp®), 1727
cm 1(C=0), 1597 cm 1 (NH;, makas), 1585 cm™?, 1471 cm™, 1419 cm1(C=S), 1284 cm™!

(C-0), 1225 cm™, 1092 cm™?, 814 cm™ (C-C, germe), 732 cm™* (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(tiofen-2-ilmetilen)-2-tioksotiazolidin-4-on (4h): 5-Ar-Rh tiirevi 4h %82
verimle sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 201-202°C.
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 8.14 (s, =CH, 1H), 8.12 (d, J = 5.0 Hz, =CH, 1H), 7.78
(d, J = 3.4 Hz, =CH, 1H), 7.32 (t, J = 4.4 Hz, =CH, 1H), 5.93 (s, NH2, 2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 186.54, 163.45, 137.25, 136.04, 134.94, 129.33,
126.51, 117.50

ESI-MS CsHeN20Ss (m/z) [M+H]* = 243.34
IR (KBr, cm™): 3331 cm™ (NH;, uzama), 3023 cm%, 1698 cm™ (C=0), 1586 cm* (NH,
makas), 1585 cm, 1408 cm™* (C=S), 1221 cm?, 1041 cm™%, 800 cm™ (C-C, germe), 706

cm 1 (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(furan-2-ilmetilen)-2-tioksotiazolidin-4-on (4i): 5-Ar-Rh tiirevi 4i %78
verimle acik sar1 bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 182-183°C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.14 (s, =CH, 1H), 7.70 (m, =CH, 1H), 7.23 (m, =CH,
1H), 6.79 (m, =CH, 1H), 5.91 (s, NH, 2H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 186.64, 163.57, 137.40, 136.14, 135.04, 129.44,
126.60, 117.61

ESI-MS CsHsN202S2 (m/z) [M+H]* = 227.28
IR (KBr, cm™): 3310 cm™ (NH2, uzama), 3312 cm™, 3024 cm™2, 1700 cm™ (C=0), 1586
cm 1 (NHz, makas), 1408 cm™* (C=S), 1326 cm™ (C-0), 1204 cm™%, 1041 cm™?, 801 cm ™

(C-C, germe), 706 cm™* (NH, sallanma)

(2)-3-amino-5-(piridin-4-ilmetilen)-2-tioksotiazolidin-4-on (4j): 5-Ar-Rh tiirevi 4] %81
verimle agik kirmizi bir kat1 olarak elde edildi. Mp. = 195-196°C.

!H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.73 (m, AB sisteminin A kism1, =CH, 2H), 7.81 (s,
=CH, 1H), 7.57 (m, AB sisteminin B kismi1, =CH, 2H), 5.96 (bs, NH., 2H)
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 187.59, 163.51, 150.72, 139.79, 129.93, 125.37,
123.71

ESI-MS CoH7N30S; (m/z) [M+H]* = 238.31

IR (KBr, cm™): 3196 cm™ (NH2, uzama), 1705 cm*(C=0), 1594 cm* (NH2, makas), 1415
cm 1 (C=S), 1320 cm™ (C-0), 1251 cm™?, 1218 cm™, 1030 cm™%, 802 cm™ (C-C, germe),
714 cm™t (NH, sallanma)

3-Amino-5-(hidroksi(piridin-4-il)metil)-2-tioksotiazolidin-4-on (6j): 3-NH2-Rh (2, 100
mg, 0.68 mmol)’nin EtOH/H20 (v/v : 9/1, 10 mL) i¢erisindeki ¢dzeltisine izonikotinaldehit
(3j, 72 mg, 0.68 mmol) soliisyonundan damla damla ilave edildi. Reaksiyon karigimi, gece
boyunca katalizor olmadan oda sicakliginda (rt) karistirildi ve TLC ile izlendi. Ham
karisim, CH2Cly/heksan (4:6) kullanilarak silis jel kolon kromatografisiyle saflagtirildi.
Alkol iriini 6j (101 mg, %58 verim, mp: 183-184 °C), beyaz bir kat1 olarak birinci
fraksiyondan elde edilirken, ikinci fraksiyondan ise 5-Ar-Rh 4j (41 mg, %25 verim) elde
edildi.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 8.58 (m, AB sisteminin A kismi, =CH, 2H), 7.45 (m,
AB sisteminin B kism1, =CH, 2H), 6.52 (d, J = 4.0 Hz, CH, 1H), 5.81 (s, NH>, 2H), 5.48
(m, OH, 1H), 5.12 (d, J = 4.0 Hz, CH, 1H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): § 196.67, 170.82, 150.22, 149.63, 120.96, 69.09, 55.62
ESI-MS CoHoN3O2S; (m/z) [M+2H]* = 257.34

IR (KBr, cm™): 3299 cm (O-H), 3117 cm™ (NH., uzama), 3266 cm™, 1722 cm™ (C=0),
1607 cm™t (NHz, makas), 1573 cm™® 1416 cm™ (C=S), 1318 cm™ (C-0), 1238 cm?, 1186
cm?, 1062 cm™, 809 cm™ (C-C, germe), 715 cm™* (NH, sallanma)
(E)-3-((4-metoksibenziliden)amino)-2-tioksotiazolidin-4-on (5a): 3-NH»-Rh (100 mg,

0.68 mmol, 2)’nin EtOH/H.O (v/v: 9/1, 10 mL) igerisindeki ¢ozeltisine 4-

metoksibenzaldehit (3a, 92 mg, 0.68 mmol) ¢ozeltisi damla damla ilave edildi. Reaksiyon
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karigimi, bir gece boyunca katalizér olmadan oda sicakliginda (rt) karistirildi ve TLC ile
izlendi. Daha sonra karigim iiriinii EtOH tizerinden Kristallestirildi ve 3-Ar-Rh tiirevi 5a
sar1 renkli kat1 olarak elde edildi. Mp. 166-167°C.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5 8.60 (s, N=CH, 1H), 7.87 (d, J = 8.7 Hz, =CH, 2H),
7.12 (d, J = 8.7 Hz, =CH, 2H), 4.36 (s, CH2, 2H), 3.86 (s, OCHs, 3H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): 5 196.8, 170.3, 169.7, 163.1, 130.9, 124.3, 114.7, 55.6,
34.6.

3.2.2. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sepharose-4B matriksi lizerinde afinite jeli hazirlanirken kullanilacak olan 0,2 M NaHCO3
(pH = 8,8) tampon ¢ozeltisi literatiir 1518inda; “16,8 g NaHCO3, 950 mL destile suda
¢oziilerek, IN NaOH ile pH.8,8 ‘e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye

tamamlanarak hazirlandi.”

CO»-hidrataz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilacak olan Na,CO3z/ NaHCOs (pH = 10) tampon
¢ozeltisi literatiir 1s181nda; “15,9 g (0,15 mol) Na.COs ve 8,4 g (0,1 mol) NaHCO3 in 1 litre

saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Afinite jelinin dengelenmesi ve hemollsatin tatbikinden sonra afinite jelinin yikanmasinda
kullanilacak olan Tris-HCI/Na2SOs (pH = 8,7) tampon ¢6zeltisi literatiir 1s18inda; “3,03 g
Tris ve 14,2 g NaxSOs iin 950 mL destile suda i¢erisindeki ¢ozeltisi I N HCI ile pH = 8,7 'ye

getirildikten sonra destile su ile 1 litreye tamamlanmast sonucunda hazirlandi.”

Kolona tutulmus hCA I izoenziminin eliisyonunda kullanilacak olan NaoHPO4/NaCl (pH
= 6,3) tampon ¢ozeltisi literatiir 1s18inda; “2,2 g Na2HPO4 ve 14,63 g NaCl alimip, pH =
6,3 olacak sekilde titre edildikten sonra toplam hacim 250 mL’ye destile su ile

tamamlanarak hazirlandi.”

Kolona tutulmus hCA II izoenziminin eliisyonunda kullanilacak olan CH3CO2Na/NaClO4
(pH = 5,6) tampon ¢ozeltisi literatiire gore; “9,2 g NaClO4 ve 2,04 g CH3CO2Na x 3 H20
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120 mL destile su icerisinde ¢oziilerek, I N HCl ile pH ’s1 5,6 ya kadar titre edildikten sonra

toplam hacim destile su ile 150 mL ye tamamlanarak hazirlandi.”

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilacak olan Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi
literatlir 15181nda; “100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95 lik etanolde
¢oziildii, bu ¢ozeltive %95 lik fosforik asit ilave edilmesinini takiben ¢ézeltinin hacmi saf

su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.”

Veronal (0,025 M) tamponu literatiir 1s181inda; “5,17 gram sodyum barbitalin 950 mL suda
¢oziilmesini takiben 0,1 M HCl ile titre edilerek pH = 8,2 ye ayarlanmasini takiben destile

su ile 1 L’ye tamamlandi.”

COo-hidrataz aktivitesinde kullanilacak olan CO2 ¢ozeltisi literatiir 1s18inda; “0 °C’de

yarim saat siireyle saf suyun icerisinden CO> gazi ge¢irilerek hazirlandi.”

COz2-hidrataz aktivitesinde kullanilacak olan indikator ¢ozeltisi literatiir 15181nda; “0,0125

g fenol kirmizisi ve 0,22 g NaHCQOs tin 1 L saf suda ¢oziinmesiyle hazirlandi.”

Brom Timol Mavisi Cozeltisi (%0,04) literatiir 1s181nda; “0,1 g indikatériin 16 mL 0,01 N
NaOH i¢inde c¢oziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 mL’ye tamamlanmasiyla

hazirlandi.””

SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu literatiir 1s1¢inda; “0,65 mL 1M Tris-HCI (pH
=6,8) 1 mL %10’luk SDS ve 1 mL %100 ’lik gliserin, I mL %0, 1 ’lik brom timol mavisi
karigtirtlarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen once, 950 uL numune tamponundan 50 ulL olacak sekilde f

merkaptoetanol ilave edildi.”

SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu literatiir 1518inda; “1,5 g Tris ve 7,2 g glisin
50 mL suda ¢oziildii, daha sonra bunun iizerine 5 mL %10°luk SDS ilave edilerek toplam

hacim saf su ile 500 mLye tamamlanarak hazirlandi.”
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Akrilamit-Bisakrilamit ¢ozeltisi literatiir 1s181inda; “30 g akrilamit ve 0,8 g bisakrilamit

karisimi 100 mL suda ¢oziilerek hazirlandi.”

Elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilacak olan boyama ¢ozeltisi literatiir 1s181nda;
“0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

sekilde yeteri kadar hazirlandi.”

SDS c¢ozeltisi (%10) literatiir 15181nda; “10 g SDS 90 g saf suda ¢oziilerek hazirlandi.”
Tris-HCI (3 M, pH = 8,8) ¢ozeltisi literatiirde belirtildigi gibi; “36,3 g Tris numunesinin 1
M’lik HCI (48 mL) ¢ozeltisi ile hazirlanan karisimin 100 mL’ye tamamlanmast sonucu

hazirlanmistir.”

Jel fiksasyon ¢ozeltisi literatiir 1s181nda; “ %50 izopropil alkol, %610 TCA ve %40 su igeren
bir karisim olarak hazirland:.”

€0,

Jel yikama ¢ozeltisi literatiir 15181nda; “%50 metanol, %10 asetik asit ve %40 su igeren bir

kariwsimi olarak hazirlandi.”

3.2.3. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Calismada kullanilan insan kani Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Kan

Merkezi’nden temin edildi ve deney siirecinde 4°C’de muhafaza edildi.

Enzimin saflastirilmasi ve aktivite olgiimlerinde kullanilan ¢ozeltiler literatiir verileri
1s181nda agagidaki gibi hazirlanmistir. Alinan kanlar 6nce santrifijj tiiplerine esit hacimlerde

dolduruldu daha sonra 2500xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra iist kistmda bulunan plazma ve l6kosit tabakasi dikkatli bir
sekilde bertaraf edildi, tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti ise 0,154 M NaCl ¢ozeltisi
(izotonik) ile ti¢ defa yikandi. Her yikama isleminde 15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi.
Sonrasinda eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kat1 kadar buzlu su ile hemoliz edildi.
Hemolizatta bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak i¢in 4°C’de 30 dakika boyunca

10.000xg’de santrifiij islemi gerceklestirildi.
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Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirma basamaklari:
Santrifiij isleminden sonra elde edilen hemolizat kat1 Tris ile pH 8,7 ye ayarlandiktan sonra
kolona yiiklendi. Kolondan, ilk olarak 1 M NaCl/25 mM Na,HPO4 (pH 6,3) tamponu
gecirilerek hCA | enzimi, sonra da 0,1 M NaCH3COO/0,5 mM NaClO4 (pH 5,6) ¢ozeltisi
gegirilerek hCA Il enzimi elde edildi. Saflastirilan enzimler 3’er mL olacak sekilde tiiplere

toplanmis ve 280 nm’deki absorbans degerleri dl¢iildii.

3.2.4. 5-Ar-Rh Tiirevlerinin hCA | ve Il Enzimleri Uzerine Aktivasyon Calismalar

3.2.4.1. hCA Enzim Aktivitesi Tayini

Hidrataz aktivitesi: Bu kisimda aktivite tayini Wilbur Anderson metodu ile yapildi (1964).
Bu y6ntemin esast CO2’in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H' sebebiyle pH degisiminin
brom timol mavisi indikatori ile belirlenip, gegen siirenin 6lgiilmesidir. Enzimsiz CO;
hidratasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siiresi (tc) arasindaki farkin, tc 'ye boliinmesi

ile enzim birimi belirlenir.

EU = to—-tc 1)
tc

Deney esnasinda kor olarak kullanilan reaksiyon tiipiine dnce 1 mL veronal tamponu
(0,025 M, pH = 8,2), brom timol mavisi (0,1 mL %0,04’liik), su (0,6 mL) ve CO2 (2,5 mL)
cozeltilert konuldu. Sonrasinda bir kronometre cihazi ile CO2 ¢ozeltisi katildigr andan
itibaren indikatdriin mavi renginin sari-Cevrecie doniismesi (pH = 6,3) icin gecen siire

tespit edildi (to).

Numune tiipiinde ise suyun miktar1 0,05 mL azaltilarak yerine kolondan saflastiriimig hCA
enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve indikatoriin mavi renkten sari-Cevreci renge doniismesi (pH
= 6,3) icin gegen siire bir kronometre ile heaplandi (tc). Bu yontemde hCA aktivitesi igin 1
EU enzimsiz olarak meydana gelen CO; hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktari

olarak tanimlanmaktadir (Maren, 1960).
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Esteraz aktivitesi: Bu yontemde substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat hCA enzimi
ta'afindan 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol bilesigine hidroliz edilmektedir.

Reaksiyon mekanizmasi asagida gosterilmistir (Sekil 3.1).

CA
Y =2~ O
O
H,N CH3CO,H H,N
p-Nitrofenilasetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole dontigiim mekanizmasi

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢cozeltisi, giinliik taze hazirland;
13,6 mg p-nitrofenilasetat, 1 mL aseton icinde ¢oziilerek manyetik karistiricida hizlica
karistirilan 24 mL saf suya yavas yavas ilave edildi (Tablo 3.1). Esterin sinirli ¢6ziiniirligii
dolayistyla bu ¢ozelti 3 mM’lik olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢ozelti 1siktan ¢abuk
etkilendigi igin beher bir aliminyum folyo tarafindan kaplandi (VVerpoorte et al., 1967).

Tablo 3.1. Esteraz aktivitesi i¢in 1 mL’lik kuvars kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (nL) Numune Tipi(MI)
0,05 M Tris-SOs, pH:7,4 467 467

p-Nitrofenol asetat 333 333

Saf su 200 167

Enzim ¢ozeltisi - 33

Toplam hacim 1000 1000

3.2.4.2. Protein Tayini

Kalitatif Protein Tayini: Bu yontem proteinlerin yapisinda bulunan fenilalanin, tirozin ve
triptofan gibi aromatik aminoasitlerin 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesi
prensibine dayanmaktadir (Segel, 1968). Bu yontemde esit hacimde alinan biitiin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 spektrofotometrede kore kars: okundu.

Kantitatif Protein Tayini: Hem hemolizattaki hem de saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki

protein miktarlar1 bu yontem ile arastirildi. Coomassie Brillant Blue G-250’nin proteine
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baglanmasi bu yontemin esasini olusturmaktadir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Bu yontemde hassasiyet 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976). Protein
tayin prosediirii kisaca; 1 mg/mL protein i¢eren standart s1gir alblimin ¢zeltisinden tiiplere
10-100 pL alindi. Tiim tiiplerin hacmi saf su ile 0,1 mL’ye tamamlandi ve daha sonra 5 mL
renklendirme reaktifi tiiplere ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakikalik inkiibasyon
stiresinden sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri kaydedildi.
Absorbans degerlerine karsilik gelen ug protein degerleri standart grafik haline getirildi.
Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar

tayini yapildi.
3.2.4.3. inhibisyon Calismalar
5-Ar-Rh tiirevlerinin, saflastirilan hCA 1 ve II izoenzimleri lizerindeki etkileri incelendi.

Olgiimler esteraz aktivite tayin yontemlerine gore belirlendi. Elde edilen sonuglardan ICso

ve Kj degerleri bulunarak inhibisyon tiirleri belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. 5-Siibstitiie-Rhodanin Tiirevlerinin Eldesi

Bircok dogal iirliniin ve onemli organik maddelerin yapisinda yaygin olarak bulunan
rhodanin tiirevleri lizerine yeni ve etkili sentez yontemlerinin gelistirilmesi ve daha ¢evre
dostu bir sekilde optimizasyonu 6nemlidir. Bu ¢alismasinin temelini Bayindir ve grubunun
3-NH2-Rh (2) ve isatin (Oxl) reaksiyonlar1 farkli kosullar altinda incelemesi ve
reaksiyonlar sonucunda bir Knoevenagel Kondenzasyon iiriinii olan 5-OxIRh bilesigini tek
tirtin olarak elde etmeleri olusturmaktadir. Bu ¢alismalar 1s1ginda aldehitlerin 3-NH>-Rh
(2) ile reaksiyonlarinin belirli kosullar altinda ne tiir reaksiyon davranislarinin olabilecegini
arastirdik. 3-Amino-rhodanin (3-NH-Rh, 2)’nin aksine rhodanin (Rh) iskeleti bazik sartlar
altinda aldehitlerle reaksiyonlarint C-5 pozisonundan vermektedir. 3-NH2-Rh (2)’nin
yapisinda bulunan niikleofilik serbest NHz grubu reaksiyonlarin bu sartlarda C-5
pozisyonundan vermesi ontindeki en biiyiik dezavantajdir. Bu ¢alismasinin temel amacini
serbest NH> grubunun bloke edilerek NH2 grubu yerine bolge segici olarak C-5
posizyonundan yeni 5-siibstitiie-rhodanine (5-Ar-Rhs) tiirevlerinin elde edilebilmesidir. Bu
amagla, 3-NH2-Rh (2) ve 4-metoksibenzaldehit (3a) model reaksiyonlar igin ¢ikis
molekiilleri olarak belirlenmistir. Optimizasyon c¢aligsmalar1 6ncesinde Rh iizerinden 5-
slibstitiie-rhodanin tiirevlerinin sentez sartlarinda 3-NH2-Rh (2)’nin reaksiyonlari
gerceklestirilmis ve reaksiyonlar neticesinde hedef 5-Ar-Rh 4a’nin sirasiyla %44 ve %32
verimle elde edilmistir. Her ne kadar hedef iiriin klasik baz katalizorliigiinde elde
edilebilmis olsa da verimler kabul edilebilir bir seviyede degildir (Tablo 4.1, deney 4 ve
5). Bu Klasik yaklasimi takiben bu defa, 3-NH2-Rh (2)’nin 3a ile etanol iginde geri akis
sicakliginda katalizorsiiz reaksiyonu yapilmis ve reaksiyon sonucunda ise hedef terminal
rhodanin 4a (%51) ve imin tiirevi 5a (%32) elde edildi (Tablo 4.1, deney 7). Bu test
reaksiyonlarini takiben, dnemli aromatik gruplar i¢eren yeni 5-Ar-Rhs 4a-4j'nin 3-NH2-Rh
(2) ve aldehitlerden baglayan g¢evreci bir yaklasimla sentezini hedefledik. Bu amagla,
baslangigta, uygun reaksiyon kosullarini belirlemek icin katalizorler, ¢oziictiler, sicaklik ve
reaktiflerin eklenme sirasi gibi parametreler degistirilerek reaksiyonlar optimize edildi.

Optimizasyon ¢aligmalari, 3-NH2-Rh (2) ve aldehitlerin farkli ¢evresel kosullar ve



39

katalizorler altindaki reaksiyon davranislart hakkinda onemli bilgiler vermektedir.
Optimizasyon ¢aligmalari i¢in daha dnce de vurgulandigi gibi model olarak daha 6nce test
edilen 3-NH2-Rh (2) ve 4-metoksibenzaldehit (3a) reaksiyonu secilmis ve Tablo 4.1'de
gosterilmistir. Reaksiyonlar oncelikli olarak EtOH veya EtOH/H20 (v/v:9/1) igerisinde
katalizorsiiz  veya asit (CHsCO2H) Kkatalizorliiginde oda sicakliginda  (rt)
gercekelestirilmistir. Reaksiyonlar sonucunda hedef 5-Ar-Rh 4a iiriinii olusmazken
reaksiyonlarin tamaminda 3-Ar-Rh tiirevi 5a’nin olustugu gézlendi (Tablo 4.1, deney 1-4).
Daha sonra, ayni solvent sistemleri altinda, ancak 100°C'de reaksiyon, herhangi bir
katalizor olmadan veya cesitli solvent sistemlerinde CH3CO.H katalizorii ile
gerceklestirildi. Bu reaksiyonlar sonucunda, EtOH veya EtOH/H.O c¢ozeltilerinde
CH3CO2H katalizorii i¢in hedef {irlin 4a'nin %4 ve %16 gibi diisiik verimlerle olusumu
gozlendi (Tablo 4.1, deney 9, 10). Bu umut verici sonuctan sonra, reaksiyon 100°C'de
EtOH/H20 (v/v: 9/1) ve katalizorsiiz olarak gerceklestirildi. Reaksiyon sonucunda hedef
uriin 4a, %78'lik yiikksek bir verimle elde edildi (Tablo 4.1, deney 8). Optimizasyon
caligmalar1 reaksiyonlarin en yiiksek verim, en az yan iiriin elde etmek ve en ekonomik
sartlarda gerceklestirilecek reaksiyon sartlarinin olusturulmasi i¢in yapilir ve organik
sentez yaklagimlarinin vazgecilmezidir. Bir diger optimizasyon yaklasimi ise, reaktiflerin
reaksiyon ortamlarinda kullanilan ¢6ziicii ve/veya katalizér sistemleri ile olumlu veya
olumsuz yonde olasi etkilesimlerinin Kontrol edilmesidir. Bunun i¢in, 3-NH2-Rh (2) ilk
olarak EtOH/H20 (v/v: 9/1) igerisine eklenerek yaklasik 30 dakika kaynatilmis ve etanol
icerisindeki 4-metoksibenzaldehit (3a) bir damlatma hunisi yardimiyla bir saat i¢erisinde

reaksiyon ortamina ilave edilerek giin asir1 100°C’de kaynatilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 4.1. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu

3a

3-NH,-Rh (2) 5-Ar-Rhs (4a) + 3(N)-Ar-Rhs (5a)
katalizér, ¢oézlcl, sicakhik
Deney Katalizor Coziicii Sicaklik (oC) Verim (%)[b] (4a/5a)
1 EtOH rt 0/81
2 EtOH/H20 rt 0/48
3 CH3CO2H EtOH rt 0/83
4 CH3CO2H EtOH/H20 rt 0/68
5 NH40OH/NH4CI EtOH rt 44/5
6 NH40OH/NH4CI EtOH/H20 rt 32/2
™ - EtOH Refliiks 51/31
8* - EtOH/H20 100°C 78/eser
9 CH3CO2H EtOH Refliiks eser /76
10 CH3CO2H EtOH/H20 100°C 16/72

Genel kosullar (aksi belirtilmedikge): 3-NH2-Rh (1, 1 esdeger), 4-metoksibenzaldehit (3a, 1 esdeger, damla damla*), katalizor (0.01 esdeger), solvent

(10 mL) ve giin agir1. [b] izole verimler.
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Elde edilen hedef iiriin 5-Ar-Rh 4a’nin 3C-NMR ve *H-NMR spektrumlari hedef iiriin
4a’nin yapisiyla uyumludur. Hedef 5-Ar-Rh tiirevi 4amin 'H-NMR spektrumu
incelendiginde, NH> (rhodanin ¢ekirdegi) proton tepe noktasinin 5.95 ppm'de rezonans
oldugu goriilmektedir. Ote yandan, 3-Ar-Rh tiirevi 5a’nin yapisindaki CHz protonlarinin
(rhodanin ¢ekirdeginin C5 konumu) ise 4.36 ppm'de rezonans sinyali verdigi
goriilmektedir. 3-Ar-Rh 5a i¢in 4,36 (s, CH2, 2H) ppm ve 5-Ar-Rh 4a i¢in 5,95 (s, NHo,
2H) ppm rezonans sinyalleri, 3-Ar-Rh 5a'nin bir imin tiirevi ve 5-Ar-Rh 4a'nin ise bir 5-
siibstitiie-rhodanin tiirevi oldugunun en belirleyici gostergesidir (Sekil 4.1). Ote yandan,

ayritili prosediirler ve karakterizasyon deneysel boliimde tartisilmistir.

5.Ar-Rh (4a)

3(N)-Ar-Rh (5a)

r T - T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
1 (ppm)

Sekil 4.1. 5-Ar-Rh 4a ve 3-Ar-Rh 5a'nm *H-NMR spektrumlarmin karsilastirilmasi

Optimizasyon c¢aligmalar1 15181nda, reaksiyonlar i¢in en uygun reaksiyon kosullarinin
EtOH/H20 (v/v: 9/1) igerisinde reaktiflerin sirali eklenmesiyle 100°C'de giin agiri
kaynatilmas1 sonucunda su destekli reaksiyon sartlarinin oldugu belirlendi. Reaksiyon
verimini artirmak ve tek bir {liriin elde etmek i¢in dikkat edilmesi gereken bir diger detay
ise NH2 grubunun deaktivasyonudur. Bunun igin 3-NH2-Rh (2)'nin EtOH/H20 (v/v: 9/1)
icinde yaklasik 30 dakika geri akitilmasindan sonra ilgili aldehitlerin eklenmesi gerekir.
Bu sekilde aktif NH2 grubunun protonlanmasi ile hem aktif NH2 grubu deaktive olur hem
de 3-NH2-Rh (2)'nin C5 pozisyonundaki asidik protonu uzaklastirmak i¢in bir konjuge baz
(HO) elde edilir (Sekil 4.2). Bunun iizerine, diger hedef 5-Ar-Rh tiirevleri 4a-4j'nin sentezi
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bu kosullar altinda gergeklestirilmistir. Mevcut aldehitlerle reaksiyonlarin bir sonucu
olarak, 5-Ar-Rh tiirevleri 4a-4j, %54 ile %82 arasinda degisen iyi verimlerle elde edildi
(Sekil 4.2).

o ArCHO A O
’/4 (3a-3j) r/\/«
N_NH2 = N_NH2
S\« EtOH-H,0/9:1 S
S 100°C. S
3-NH,-Rh (2) 5-Ar-Rhs (4)
o) 0
DA YA
MeO S\«N—NHZ Me S\\(N—NHZ
S S
4a (78%) 4b (73%)
NO,
o) O2N 0
L, "o
SWN_NHZ S\\<N_NH2
S S
4c (61%) 4d (79%)
o) 0
LY LA
O,N S\\<N—NH2 HO & N—NH,
S S
4e (81%) 4f (76%)
HO e} 0
:@M W
MeO S\(N NH, S S\\(N NH,
49 (54%) 4h (82%)
o) 0
\\ A N DD
o S N_NH2 — S N_NH2
S S
4i (78%) 4j (81%)

Sekil 4.2. 5-Ar-Rh tiirevleri 4a-4j'nin sentezi

Bir esdeger 3-NH2-Rh (2)'nin bir esdeger aldehit ile reaksiyonu i¢in makul bir mekanizma
Sekil 4.3'te gosterilmektedir. Bu mekanizmada, giincellenmis calismalar benzen ve
heteroaromatik yan gruplar igeren aldehit tiirevlerinin 3-NH2-Rh (2) yiiksek sicaklik ve su
katalizi altinda gerceklestirilen reaksiyonlardan 3-NH>-Rh (2)’nin serbest NH2 grubu
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yerine C-5 pozisyonu iizerinden reaksiyona girdigini gostermistir. Aminlerin hidrojen
baglama yetenegi oldukca yiiksektir ve bu nedenle su ¢ozeltilerinde aminlerin reaktivitesi
oldukca diisiiktiir. Bu baglamda, Sekil 4.3'te 6nerilen reaksiyon mekanizmasinin temeli,
esas olarak, amin grubunun hidrojen baglarn ile reaktivitesinin azaltilmasina
dayanmaktadir. Bu 6n bilgiler spesifik olarak detaylandirildiginda, 3-NH2-Rh (2A)'nin
yapisinda bulunan NH grubunun Lewis asidi olarak H2O ile protonlanmasi sonucu olusan
ve ayni zamanda bir hidrasyon iirinii olan 1B ile dengede oldugu literatiir tarafindan
desteklenmektedir. Ayrica 3-NH2-Rh (2A) yapisindaki NHz grubunun H2O ile
protonlanmasindan hidroksit (OH") iyonlarinin olustugu da disiiniilmektedir. Ardindan,
protonlanmis rhodanin 2B'nin C-5 konumunda bullunan asidik protonu alan hidroksit
iyonlarinin bir enolat {iriinii olan 2C'yi olusturdugu diisiiniilebilir. Bunun iizerine 3-NH>-
Rh (2)'nin C-5 konumu iizerinde 2C'nin aldehitlerle Knoevenagel kondenzasyon

reaksiyonu sonucunda hedef 5-Ar-Rh tiirevleri 4a-4j elde edildigi soylenebilir (Sekil 4.3).

,/?ZN N)//S 3-NH,-Rh — > 5-Ar-Rhs

Knoevenagel
(ZA) Kondenzasyon reak.

s
®
N NH3 === H;N-N
/‘
s 60
(2B) (ZC)Q (‘H’O\H
o A0 Kat.

o j & ‘_/O—H

N NH; —rHN N)])%/A’
o}

HO

(3]
2
N
- A

=

(7}
}m

Sekil 4.3. 5-Ar-Rh tiirevleri 4a-4j igin 6nerilen olusum mekanizmasi

Biitiin bu ¢aligmalar, 3-NHz-Rh (2)'nin aldehitlerle reaksiyonunun 3-NH2-Rh (2)'nin amino
grubu yerine C-5 konumundan gerc¢eklesmesini saglayan belirleyici faktoriin, ortamda bir
baz olmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmada, reaksiyon ortamina katalitik

miktarlarda eklenen suyun amin grubunu deaktive etmesinin yani sira C-5 pozisyonunu
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aktif hale getirmek icin gerekli olan baz goérevini de gordiigii anlasilmaktadir. Bu dneriyi
test etmek icin, 3-NH2-Rh (2)'nin bazik gruplar igeren aldehitlerle reaksiyonlari, bir
katalizor olmadan oda sicakliginda gergeklestirildi. 4-piridinkarboksaldehit (3j) ve 3-NHa-
Rh (2)'nin katalizor olmadan oda sicakligindaki reaksiyonlarindan, bu ¢alismada onerilen
tezimizi destekleyen 5-Ar-Rh 4j ve ayrica bir alkol tiirevi olan 5-Ar-(OH)-Rh 6j elde
edilmistir. Ayrica 4-piridinkarboksaldehit (3j) ile 3-NH>-Rh'nin etanoliin geri akis
sicakligindaki reaksiyonundan da ana iiriin olarak 5-Ar-Rh 4j'nin elde edildigi goriildii
(Sekil 4.4). Bir alkol tiirevi olan 5-Ar-(OH)-Rh 6j'nin *H-NMR spektrumu incelendiginde
5-Ar-(OH)-Rh 6j'nin yapisindaki, S-CH-C=0 (rhodanin ¢ekirdeginin alifatik protonu),
OH-CH (alkol proton), NH2 ve OH-CH (alifatik proton) gruplarina ait proton sinyallerinin
sirastyla; 5.12 (d, J = 2,5 Hz, S-CH-C=0, 1H), 5.48 (m, OH, 1H), 5.81 (s, NHz, 2H) ve 6.52
(d, J = 5.2 Hz, HC-OH, 1H) ppm degerlerinde rezonans olduklari gériilmektedir. Ote
yandan, 6j yapisindaki S-CH-C=0 ve OH-CH alifatik karbonlarin ise sirasiyla 55.62 ve
69.09 ppm'de rezonans sinyalleri verdigi goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu iki karbon sinyali,
5-Ar-(OH)-Rh 6j'nin bir 5-Ar-Rhs alkol tiirevi oldugu diger 6nemli belirleyici tepe

noktalaridir. Ayrintili prosediirler ve karakterizasyon deneysel boliimde bulunabilir.

(0]
oYy M
3-NH,-Rh (2) > 6j + 4j
EtOH (6.8) (3.2)

e} O
O gt -
asidik 4]
ba t N—NH
H proton S\< 2
AT-HZO

2 OH
//\ nukleoflllk o
@_« bolge ~H* , AN
T<N NH, —> N_ & N=NH,

elektroflllk
bélge S 2A" 6j (58%) S

Sekil 4.4. 5-Ar-Rh tiirevleri 4j ve 6] i¢in 6nerilen olusum mekanizmasi

Heteroaromatik aldehit tiirevi 4-piridinkarboksaldehit (3j) ile yapilan c¢alismalarin

ardindan, heteroaromatik gruplar iceren diger aldehitlerin de 3-NH>-Rh (2) ile oda



44

sicakligindaki reaksiyonlari incelenmistir. Bu kosullar altinda incelenen reaksiyonlarindan,
furan-2-karbaldehitin (3i) reaksiyonundan imin tiirevi 3-Ar-Rh 5i olusurken, 1H-pirol-2-
karbaldehitin (3k)’nin ise reaksiyona girmedigi gozlendi. Tiyofen-2-karbaldehit (3h) ile 3-
NH2-Rh (2)'nin reaksiyondan ise eser miktarda 5-Ar-Rh alkol tiirevi 6h’in olustugu
goriiliirken, 5-Ar-Rh 4h'nin %68 verimle olustugu gozlendi. 5-Ar-Rh 4h olusumu i¢in
onerilen mekanizma Sekil 4.5'te gosterilmektedir. Buna gore, reaksiyon ortaminda bir
rezonans yapisi ile olustugu diisiiniilen tiyofen-2-karbaldehitin (3h") bir baz gibi davrandigi
ve piridine benzer bir mekanizma ile hedeflenen 5-Ar-Rh 4h iiriiniini verdigi ileri
stiriilebilir (Sekil 4.5).

0
o
\x S5-Ar-Rh (4) _ 3-Ar-Rh (5) 5-Ar-(OH)-Rh (6)
4h 5h 6h
=S (3h
o i =0 ((3i)) (9.8) (eser) (0.2)
r/< X=N (3k) 4i 5i 6i
3 N—NH, > (eser) (9.9) (trace)
rt
4k 5k 6k
S 2 FIOH (0.0) (eser) (0.0)

S 3hll
=\__ 2A -
3h <> |_@ 3h' > H20
S Ol-l >_ + 3hl
H
-
@4;( 34y o OH g
KE H </ N
-
& N-NH; —>= \_d & N-NH;
S S
27" 6h

Sekil 4.5. 5-Ar-Rh 4h i¢in 6nerilen olusum mekanizmasi

Bir reaksiyon Onerisinin etkili ve kullanilabilir olmas1 i¢in bir diger gereklilik, reaksiyonun
gram Ol¢eginde benzer etkili sonuglar vermesidir. Bu amagla, bir gram 6lgeginde 5-Ar-Rh
tiirevi 4h’1n sentezi gerceklestirilmis ve 2 g 3-NH2-Rh (2) ile ekivalent miktarina karsilik
gelen tiyofen-2-karbaldehit (3h)’in reaksiyonundan hedef 5-Ar-Rh 4h (2,54 g) kabul
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edilebilir bir verimle elde edildigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonug, gelistirilen ¢evreci

ve etkili reaksiyon yaklagiminin pratik uygulanabilirligini de agik¢a gostermektedir.

S EtOH:H,0/9:1
S 100°C.
3-NH,-Rh (2 g) 4h (2.54 g)

o)

0O S H O
r« \_s 3n NN

N—NH, -\ d S\<N—NH2

Sekil 4.6. 5-Ar-Rh tiirevi 4h’in gram 6lcek sentezi

4.1.1. hCA I ve Il izoenzimlerinin Saflastirllmasi

Hem saflastirilan enzimlerden hem de kolona yiiklemeden once hemolizattan 1’er mL
numune alinarak hidrataz aktivitesi ve Bradford yontemiyle protein tayini yapilmastir.
Bulunan degerlere gore hemolizatin Sepharose-4B-L-Tirozin-siilfanilamit afinite kolonuna
uygulanmasi sonucu kag kat saflastirma yapildigi hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Saflastirma prosesi

Saflastirma Toplam Aktivite  Protein Toplam Toplam Spesifik  Saflagtirma

Basamaklari Hacim  (EU/mL) (mg/mL) Protein aktivite aktivite  Kkatsayisi
(mL) (mg) (EV) (EU/mg)

Hemolizat 18 133 18,76 337,68 23,94 0,071 1

Sepharoz-4B-L hCAIl 9 0,86 0,18 1,62 7,74 4,78 67,32

tirozin-

siitfanilamid — pca ) 5 1,63 0,08 0,40 8,15 2038 287,04

afinite jel

kromatografisi

4.1.2. SDS-Page Elektroforez Sonuclari

Afinite kromatografisi metodu kullanilarak, insan kanindan elde edilen hemolizattan
saflastirilan hCA | ve hCA 11 izoenzimlerinin safligin1 ve molekil agirligini tespit etmek
icin SDS-PAGE yapilmistir (Laemmli 1970). Numuneler jele yiiklenmeden 6nce %1 SDS
ve %10’luk 2-merkaptoetanol ile muamele edildi ve sonrasinda 5 dakika kaynar su
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banyosunda bekletildi. Numunenin elektroforezinden sonra boyama yapilarak bantlar
tespit edildi (Coban, Beydemir, Giil¢in, & Ekinci, 2008). Standart iiriin olarak molekiil
agirhigr bilinen standart protein markirlar1 kullanilmistir. SDS-PAGE’de saflastirilan
izoenzimler denatiire edilerek eklenmistir. Birka¢ basamaktan sonra protein bantlari
belirginlesmis ve fotografi ¢ekilmistir. Sonuglar molekiil agirliklart bilinen standart protein

markirlari ile karsilastirilmistir (Sekil 4.7).

250 kDa «————
130 kDa <——
100 kDa «——— &

70 kDa <—— ..
e

55 kDa =

35 kDa = .- 1 2

25 kDa

ISKkDa «———

Sekil 4.7. Afinite kromotografisi ile saflagtirilan hCA izoenzimlerinin SDS-PAGE fotografi

4.1.3. inhibisyon Etkisinin Incelenmesi

Son zamanlarda, CA'larin aktivitesinin inhibisyonu; antitiimor, antiglokom ilaglari,
antiobezite, antikonviilzan faktorler ve teshis araglari gibi ¢esitli tibbi uygulamalar icin
kayda deger amaglara sahiptir. Bu baglamda, yeni 5-Ar-Rh tiirevlerinin sentezine ek olarak
hCA | ve hCA II izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkileri de in vitro kosullar altinda
arastirilmistir. Klinik ¢alismalar, hCA 1 izoenziminin serebral ve retina 6deminde 6nemli
bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu nedenle, bu izoenzimin inhibisyonu, bu olumsuz
yan etkileri azaltmak icin degerli bir faktor olabilir. Ilk olarak, hCA | izoenzimi ile 5-Ar-
Rh tiirevlerinin inhibisyon g¢alismalar1 gerceklestirildi ve ¢alismalar neticesinde hCA |
enzimlerinin 239.88+£79.31 ve 610.24+111.43nM arasinda degisen Ki degerlerinde giiclii
bir sekilde inhibe edildigi belirlendi (Tablo 4.3). inhibisyon ¢alismalar1 dzellestirildiginde,
5-Ar-Rh 4j'nin yarismali inhibisyon olarak 239.88+79.31 nM K degeri ile en etkili hCA |
izoenzim inhibisyon aktivitesi gosterdigini sdyleyebiliriz (Tablo 4.4, deney 5). Kontrol ve
klinik olarak kullanilan ilag asetazolamid (AZA) molekiiliiniin 186.21+11.54 nM K degeri
gosterdigi goz Oniline alindiginda, 5-Ar-Rh'lerin de etkili inhibisyon aktivitesine sahip
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olduklar1 ve bu baglamda ila¢g aday1 olmalar1 agisindan kabul edilebilir sonuglar verdigi
sOylenebilir. Benzer sekilde, fizyolojik olarak baskin izoform hCA 11, gogunlukla epilepsi,
glokom ve renal tiibiiler asidoz gibi cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Bu nedenle,
hCA II'nin inhibisyonu, bu tiir hastaliklarla miicadele i¢in hCA I'in inhibisyonu kadar
onemlidir. Bu tez caligmalar1 kapsaminda inhibisyon etkileri arastirilan 5-Ar-Rh tiirevleri,
262,69+13,20 ila 638,10+£127,73 nM arasinda degisen K degerleri ile hCA Il izoenzimi
tizerinde etkili bir inhibisyon etkisi gOstermistir. Calismalar neticesinde, 5-Ar-Rh
tirevlerinin hCA 1II izoenzimi iizerine inhibisyon degerleri de klinik olarak kullanilan ilag
AZA'ya (104,29+27,07 nM K) yakindir ve spesifiklestirildiginde 5-Ar-Rh 4i'nin hCA 11
izoenzimi tizerinde en etkili inhibitor 6zelligi gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.4). Ayrica,
bazi tau agregasyonu ilacinin temelini de olusturan 5-Ar-Rh 4i'nin her iki hCA (I ve II)
enzimi i¢in etkili ve yakin inhibisyon etkileri oldugu belirlendi. Genel olarak ele
alindiginda, C5 pozisyonunda heteroaromatik (piridinil, furanil veya tiyofenil) gruplar
iceren 5-Ar-Rh (4h-4j) tiirevlerinin, benzen halkasi iceren 5-Ar-Rh (4a-49) tiirevlerinden
daha iyi inhibisyon etkisi gostermistir. Her iki hCA (I ve II) enzimi i¢in etkili ve yakin
inhibisyon degerleri gosteren 5-Ar-Rh 4i'nin yarigsmali bir inhibisyon tipi gosterdigi

belirlenmistir.

Tablo 4.3. 5-Ar-Rh tiirevlerinin hCAS | ve Il enzimleri tizerine 1Cso degerleri

1Cxo (n M)

S-ArRh hCA I r hCA I r
tiirevleri

4a 569.62 0.9703 539.72 0.9708
4b 606.30 0.9755 611.11 0.9821
4c 541.83 0.9717 511.82 0.9765
4d 594.85 0.9743 512.20 0.9929
4e 693.69 0.9763 504.36 0.9795
af 750.81 0.9827 561.11 0.9870
4 617.65 0.9688 603.13 0.9910
4h 743.56 0.9916 480.58 0.9807
4 690.93 0.9807 276.65 0.9825
4j 608.99 0.9840 603.13 0.9619
6j 577.98 0.9927 587.98 0.9814
AZA* 41547 0.9879 388.45 0.9884

*AZA (asetazolamid) hCA I ve II i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmuistir.



Tablo 4.4. 5-Ar-Rh tiirevlerinin hCAs I ve II enzimlerine tizerine K degerleri
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Ki (n M)

f’ufervlz:‘l hCA I inhibisyon tipi  hCA Il inhibisyon tipi
4a 597.07+60.00 Yarigmasiz 577.22+53.10 Yarigmali
4b 560.94+54.96 Yarismasiz 562.90+81.21 Yarismali
4c 455.56+£70.62 Yarismali 638.10+£127.73 Yarismasiz
4d 334.14+52.30 Yarigmal 474.55+£36.63 Yarigmasiz
de 375.06+£182.92  Yarismali 553.30+53.09 Yarismasiz
4f 329.72+113.60  Yarismal 405.30+61.79 Yarigmali
4q9 610.24+111.43  Yarismasiz 431.73+46.83 Yarismali
4h 503.70+£170.04  Yarismasiz 265.40+42.66 Yarigsmasiz
4i 301.91+£69.90 Yarigmali 262.69+13.20 Yarigmali
4j 239.88+79.31 Yarigmali 373.47+£35.79 Yarigsmasiz
6j 417.46+94.89 Yarigmali 517.47+£91.00 Yarigmasiz
AZA* 186.21+£11.54 Yarigmali 104.29+27.07 Yarismali

*AZA (asetazolamid) hCA I ve II i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

Bu tez caligmalar1 kapsaminda sentezi gergeklestirilen 5-Ar-Rh tiirevlerinin hCA | ve 11

enzimleri iizerine gosterdikleri inhibisyon etkilerinni belirlenmesi ig¢in her bir 5-Ar-Rh

tiirevine ait Aktivite (%) ve K grafikleri ¢izildi (EKler 14-37). Calismalar neticesinde hCA

I izoenzimi igin 5-Ar-Rh tiirevi 4] en iyi inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenirken (Sekil

4.8 ve Sekil 4.9), hCA 1I izoenzimi igin ise 5-Ar-Rh tiirevi 4i molekiiliiniin en iyi sonug

verdigi belirlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Aktivite (%) grafiklerini ¢izmek i¢in bes

farkli inhibitér konsantrasyonunda olgiim yapildi. Kj igin ise ayrica {i¢ ayri inhibitdr

konsantrasyonu segilerek bes ayri substrat voliimiinde (50, 100, 150, 200 ve 250 pL)

calisildi. Cizilen grafiklerden I1Cso ve K degerleri hesaplandi. Ayni islemler CA’nin

standart inhibitorii olan asetazolamid i¢in de tekrarlanarak sonuglar karsilagtirildi.
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Sekil 4.8. 5-Ar-Rh tiirevi 4j i¢cin hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan Aktivite (%)-
[4] grafigi
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Sekil 4.9. 5-Ar-Rh tiirevi 4j i¢in hCA I izoenziminin esteraz aktivitesi ile ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. 5-Ar-Rh tiirevi 4i igin hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan Aktivite (%)-
[4] grafigi
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Sekil 4.11. 5-Ar-Rh tiirevi 4i i¢in hCA 1l izoenziminin esteraz aktivitesi ile ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Cok sayida ilag olarak kullanilan organiklerin ana iskeletini olusturan rhodanin
cekirdeginin herhangi bir katalizor kullanilmadan daha ¢evreci yaklagimlarla elde edilmesi
oldukga ilgi ¢ekicidir. Bu ilginin bir sonucu olarak, rhodanin bazli bilesiklerin birgok farkli
biyolojik aktivitelerini tanimlayan bilimsel yayinlarin ve faydali patentlerin sayisi her
gegen giin artmaktadir. Knoevenagel kondenzasyon reaksiyonu, sentetik organik kimyada
5-siibstitiie-rhodaninler gibi gesitli 6nemli tibbi triinlerin {iretimine izin veren C-C bagi
olusumu i¢in en énemli prosediirlerden biridir. Ozetle, cevreci bir yaklasimla 3-NH-Rh
(2)'nin serbest NHa'si yerine C-5 konumundan bolgesel segici islevsellestirilmesi dnemli
bir zorlugu temsil etmektedir. Bu ¢alismada ilk olarak, 5-Ar-Rh tiirevleri, ilk kez 3-NH>-
Rh'nin (2) su destekli katalizorsiiz Knoevenagel yogunlagsmasi yoluyla elde edilmistir. Bu
sekilde, aril-aldehitleri elektrofilik bir ortak olarak kullanarak 3-NH2-Rh (2) baglanmasini
bagarili bir sekilde gerceklestirilerek, su destekli katalizor igermeyen Knoevenagel
yogusmasiyla 5-Ar-Rh tiirevleri elde edilmistir. Boylelikle, gelistirilen bu metodoloji, 5-
Ar-Rh tiirevlerinin yiiksek verimlerde (%54'ten %82'ye kadar) ve genis bir substrat
kapsamiyla bolgesel secici sentezine izin verdi. Ayrica yapilan gram 6l¢egi ¢alismalari,

gelistirilen metodolojinin pratik uygulanabilirligini de gésterdi.

Q ArCHO R o
,/[< (3a-3j) r/\/(
N—NH, > N—NH,
S\\( EtOH-H,0/9:1 S
S 100°C. S
3-NH,-Rh (1) 5-Ar-Rhs (4)
Ar = Aryil

Ri=H, R,=H, Rs;=OMe 4a --@

Ri=H, R,=H Ry=CH; 4b o
R1 = NOZ, R2 =H R3 =H 4c 4i
Ri=H, R,=NO, Rs=H  4d _
R1 =H, R2=H R3=N02 4e - \ N
Ri=H, Ry=H R3=O0H 4f C/
Ri=H, R,=OH R;=OMe 4g 4

Sekil 5.1. 5-Aril-rhodanin (5-Ar-Rh) tiirevlerinin sentezi
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Burada 5-Ar-Rh tiirevlerinin sentezi i¢in gelistirilen metodolojinin mevcut yontemlerden
olumlu bir sekilde ayrilmasini saglayan temel avantaji; ¢evre dostu bir yaklasimla su
destekli olarak 3-NH2-Rh (2)'nin niikleofilik NH2 grubunun bloklanmasiyla 3-NH2-Rh
(2)'nin C-5 pozisyonun aktif hale gelmesinin saglanmasidir. Bu yonteme gore, su (H20)
molekiilleri ile 3-NH2-Rh (2)’nin amino grubu arasindaki H-bag kiimeleri nedeniyle 3-
NH2-Rh (2) reaksiyonun NH> yerine C-5 posizyonunundan segici olarak reaksiyona
girerken (Sekil 5.2), diger taraftan katalitik miktarlar CH3CO2H katalizorii saf etanol iginde

bulunmas1 durumunda ise NH;-niikleofil olarak islev gormektedir.

(A) H-o

/o
Ktif bol 9 ,!_' hidrojen bagi
a olge HZC/« / H - -
. N-N—H----O

I H—
S # H Q A
o} S | . o H
5 deaktif H /() !
~UN ol = [}
H H™ °H bolge N HEA | — 4a
MeO

H,O S\\< 1 ‘O‘
3a solvatasyon S H

\
<
@
(@]

4a
O
B N
giin asin MeO g NTNH:
5-Ar-Rhs g

(4a)

S S
—————

Sekil 5.2. 5-Ar-Rh tiirevlerinin sentez mekanizmasi
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Sentezin ardindan, yeni 5-Ar-Rh tiirevlerinin hCA | ve hCA 11 enzim inhibisyon 6zellikleri
de arastirilmistir. Calismanin sonucunda. 5-Ar-Rh tiirevleri, hCAs (I ve Il) enzimlerine
karst nanomolar seviyelerde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir. 5-Ar-Rh
tirevleri 4] ve 4i, sirastyla hCA'lar (I ve II) igin en iyi inhibisyon etkiye sahip olduklari
belirlenmistir. Ayrica, 5-Ar-Rh 4i'nin her iki hCA (I ve II) enzimi igin etkili ve yakin
inhibisyon etkileri oldugu belirlendi. Bu baglamda gevreci ve kolay sentetik bir yaklasimla
sentezlenen bu molekiiller, baz1 hastaliklar i¢in potansiyel inhibitor olarak aday ilag olma
potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, uygulamalarinin 6nerilebilmesi i¢in daha fazla
klinik ¢alismaya ihtiya¢ duyulacagi diistiniilmektedir. Son olarak, Knoevenagel
yogunlagmasi i¢in bu g¢evreci yaklagimli sentetik protokoliin organik kimyada ve tibbi

kimyada da faydali olma potansiyeline sahip olduguna inaniyoruz.

Tablo 5.1. 5-Ar-Rh tiirevlerinin hCAs | ve Il enzimlerine kars1 inhibisyon degerleri

I1Cs0 (NM) Ki (hM)

S-Ar-Rh hCA I r2 hCA I r2 hCA I hCA Il
tiirevleri

4a 569.62 0.9703 539.72 0.9708  597.07+60.00 577.22+53.10
4b 606.30 0.9755 611.11 0.9821  560.94+54.96 562.90+81.21
4c 541.83 0.9717 511.82 0.9765 = 455.56+70.62  638.10+127.73
4d 594.85 0.9743 512.20 0.9929  334.14+52.30 474.55+36.63
4e 693.69 0.9763 504.36 0.9795  375.06+182.92  553.30+53.09
4f 750.81 0.9827 561.11 0.9870  329.72+113.60  405.30+£61.79
4g 617.65 0.9688 603.13 0.9910  610.24+111.43  431.73+46.83
4h 743.56 0.9916 480.58 0.9807  503.70+170.04  265.40+42.66
4i 690.93 0.9807 276.65 0.9825  301.91+69.90 262.69+13.20
4j 608.99 0.9840 603.13 0.9619  239.88+79.31 373.47+35.79
6j 577.98 0.9927 587.98 0.9814  417.46+94.89 517.47+91.00
AZA* 415.47 0.9879 388.45 0.9884 186.21+11.54 104.29+27.07

*AZA (asetazolamid) hCA 1 ve II i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

Sentezi gerceklestirilen 5-Ar-Rh tiirevleri tarafindan hCA'larin inhibisyon mekanizmasini
daha iyi anlamak i¢in, hCA'larin aktif alaninin, karbon dioksitin tersinir hidrasyon
reaksiyonu igin; bir substrat HoO molekiiliine baglanan ve onu katalize olmasi i¢in aktif
hale getiren giiclii ve ayn1 zamanda bir Lewis asidi olan aktif bir ¢inko (Zn*?) iyon bdlgesi
icerdigi bilinmelidir. Inhibitorlerin X-151m kristalografik yapilar1 temelinde desteklenen
arastirmalara gore, protonu giderilmis inhibitdriin enzimin Zn*? iyonuna koordine oldugu
bildirilmistir. Bu baglamda AZA ile benzer gruplar igeren ve ayrica yapisinda ¢ok sayida
heteroatom igeren yeni 5-Ar-Rh tiirevleri de etkili inhibisyon etkileri gostermistir. Tiim bu

caligmalarin 1s181inda 5-Ar-Rh 4i ve hCA 11 izoenzimi arasindaki etkilesimin mekanizmasi



54

Sekil 5.3'teki gibi dnerilmistir. Buna gore, 5-Ar-Rh 4i’nin amin kismi aktif Zn*?'ya katilir

ve bunun sonucunda enzim inhibe olur.

g
S ----Thr-200
s

N N+
Trp209 = o i

o i

asnez AR oo pisate
His-9a

hCAIl " His-96

hCA II-Zn?*-H,0 + 4i hCA ll-Zn?*-4i + H,0

Sekil 5.3. 5-Ar-Rh 4i i¢in dnerilen hCA II inhibisyon mekanizmasi
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EK ALl. Rh tiirevleri 4a ve 5a’ nin *H-NMR spektrumlarinin karsilastiriimas:



65

666t'C —

Tope'E —

p8'eE —

SS¥6'S —

S0TT'L~_
9ETL

6v19'L —
809t/
S8 —

SS¥6'S — -

80TT°L— -
9ZET'L — -

6v19°L — -
89€9°L — -

SLI8L— -

7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8
f1 (ppm)

7.9

_

0.0

0.5

1.5 1.0

2.0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25
f1 (ppm)

9.0

£90°6€
SLT'6E
¥8Y'6€
€69'6€

€06'6€

9.5°SS —

THT'STT —
0v8'9TT —

025°SeT —

STOEET ~_
8L5'€ET

095°'T9T —
9vL'E9T —

L07°£81 —

3
TSI — b
0v8'9TT — -
025°52T — -—
E
STO'EET ~ L
8/G'EET —
E
3
3
£
095'T9T — -—
9bL'EIT — ——3
3
E
3
L0781 — -—5

180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
f1 (ppm)

185

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

200

EK A2. 5-Ar-Rh 4a’nin *H-NMR (400 MHz) ve APT B*C-NMR (100 MHz) spektrumlari (DMSO-ds).
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EK A10. 5-Ar-Rh 4h’nin *H-NMR (400 MHz) ve APT 3C-NMR (100 MHz) spektrumlart (DMSO-d).
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EK A12. 5-Ar-Rh 4j’nin 'H-NMR (400 MHz) ve APT 3C-NMR (100 MHz) spektrumlart (DMSO-d).
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EK A13. 5-Ar-Rh 6{’nin 'H-NMR (400 MHz) ve APT 3C-NMR (100 MHz) spektrumlart (DMSO-de).
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EK B23. Ar-Rh AZA’nm in vitro 1Cso ve Lineweaver—Burk grafikleri (hCA II)






