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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DIKARBOKSISULFONAMID TUREVLERININ SENTEZi VE
KARBONIK ANHIDRAZ (hCA I ve hCA II) ENZIMLERI UZERINE

ETKIiSIiNIiN iINCELENMESI

Adem Riza BAYKAN

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Nashia ZILBEYAZ

Mevcut tez iki boliimden olusmaktadir. Calismanin ilk kismi, bir siilfonamid
grubu igeren yeni 2,6-piridin dikarboksamit bilesiklerinin sentezini kapsamaktadir.
Sentez oda sicakliginda diklorometan ve aseton ¢oziicli karisiminda, piridin-2,6-
dikarbonil dikloriiriin ¢esitli amino siilfonamidlerle reaksiyonunu igerir. Yiisek

verimle elde edilen Uriinler, NMR ve IR deneyleri ile karakterize edilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde ilk kez sentezlenen 2,6-piridin dikarboksamit
bilesikleri, karbonik anhidraz aktiviteleri arastilildi. Elde edilen ICsp sonuglari,

karbonik anhidraz inhibitdrl asetazolamidin ICso sonuglar ile karsilastirildi.
2019, 92 sayfa

Anahtar sozcukler: Organik Sentez, Primer Siillfonamid, Piridin-2,6-Dikarboksamit,
Karbonik Anhidraz, Inhibitér.



ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION

SYNTHESIS OF DICARBOXYSULFONAMIDE COMPOUNDS AND THEIR
CARBONIC ANHYDRASE (hCA I and hCA 1) ENZYME ACTIVITY

Advisor: Assist. Prof.D Nashia ZILBEYAZ

The current thesis consists of two parts. The first part of the study covers the
synthesis of novel 2,6-pyridine dicarboxamide compounds containing a sulfonamide
group. The synthesis involves coupling pyridine-2,6-dicarbonyl dichloride with
various amino sulfonamides in a mixture of dichloromethane and acetone at room
temperature. The compounds were obtained in high yield and their structures
determined by NMR and IR.

In the second part of the study these newly synthesized 2,6-pyridine
dicarboxamide compounds were screened for their carbonic anhydrase activity. The
ICso results obtained were compared with the 1Cso results of the carbonic anhydrase

inhibitor acetazolamide.

Keywords: Organic Synthesis, Primary Sulfonamide, Pyridine-2,6-Dicarboxamide,
Carbonic Anhydrase, Inhibitor.
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1. GIRIS
1.1. Stlfonamidler

1.1.1. Sulfonamidlerin kimyasal yapis1 ve etki mekanizmasi

Kimyasal olarak SO2NH> fonksiyonel grubunu igeren bilesikler siilfonamidler
olarak adlandirilir. Siilfonamidlerin genel formiilii RSO2NH> seklindedir (Lavanya

2017). Siilfonamidin kimyasal yapist Sekil 1.1°de gdsterilmistir.

HZNOSOZNHZ

Sekil 1.1. Siilfonamidin kimyasal yapis1

Siilfonamidin yapisinda benzen halkasi iizerindeki amino grup ve siilfonil
gruplart birbirine gore para konumundadir. Sllfonamid fonksiyonel grubunuda
bulunan azot atomuna baglanan gruplar bilesigin etki giiclinii degistirir. Benzen
halkas1 yerine baska halkalarin kullanilmasi durumunda molekiiliin siibstitiisyon ve
aktivite Ozelliklerinde degisiklikler meydana gelecektir. Molekilin proteine
baglanmasinda stlfonamid grubunun lipofilitesinin ¢ok 6nemli rolu vardir. 1.
konumdaki -NH2 grubunun bir hidrojeninin heterosiklik halkalarla yer degistirmesi ile
en iyi sonuglar elde edilebilir. Ancak bakteriler {izerindeki etkinligin saglanabilmesi
icin  molekiilde para amino grubunun serbest olarak bulunmasi gerekir.
Sulfonamidlerde para konumundaki —NH2 grubu yerine -NO2, -NHOH ve —N=N
gruplar1 gelebilir (Kolaczek et al. 2014).

Stilfonamid yapisinda bulunan azot atomu, kendisine bagli gruplarin sayisina
gore primer, sekonder ve tersiyer olarak siniflandirilir. Sekil 1.2°de siilfonamidlerin
siiflandirilmas: gosterilmistir. Primer siilfonamidler siilfonil grubuna bagli azot
atomu uzerinde 2 adet H atomu, sekonder sulfonamidler 1 adet H atomu bulundurur
ve tersiyer stlfonamidler H atomu bulundurmazlar. Primer ve sekonder siilfonamidler,
H atomu bulundurduklarindan dolay1 asidik 6zellik gdsterirken, tersiyer siilfonamidler

H atomu bulundurmadigindan asidik 6zellik géstermezler (Moeker et al. 2014).
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Sekil 1.2. Primer, sekonder ve tersiyer siilfonamidlerin genel yapisi

Alifatik stlfonamidler, Gram (-) bakterilerinde Gram (+)'dan daha guclu
antibakteriyel aktiviteye sahiptir ve karbon zincirinin uzunlugu arttik¢a antibakteriyel
aktivite azalir. Ayrica, makrosiklik bis-slfonamidlerin antimikrobiyal aktiviteler
gosterdigi bilinmektedir (Kolaczek et al 2014). Sulfonamidlerin, para-amino benzoik
aside (PABA) benzerlikleri bakteriler {izerinde etkili olmalarina sebep olmaktadir.
PABA’nin antimetabolitleri olarak bilinen silfonamidlerin hedefi dihidropteroat
sentaz enzimidir (Skold 2000; Bano et al. 2011). Clnki PABA, dihidropteroat sentetaz
enzimi ile dihidropteroik asite, onu dihidrofolat sentetaz enzimi ile dihidrofolik asite,
onu da dihidrofolat reduktaz enzimi ile tetrahidrofolik asite ¢evirerek purin sentezini
saglar. Sulfonamidler, PABA’nin yerine kullanildiginda dihidropteroat sentetaz
enzimini inhibe eder ve folik asit sentezinin devamini engelleyerek bakterilerde etki
gosterir (Toreci 2003). Siilfonamid ve PABA arasindaki yap1 benzerligi Sekil 1.3°de

gosterilmistir.
NH, NH,
0=S=0 _Cs
I HO O
NH,
Siilfonamid PABA

Sekil 1.3. Siilfonamid ve PABA arasindaki yap1 benzerligi

Siilfonamidin  kesfedilmesinin ardindan, siilfonamid yapisinda bulunan
hidrojen ya da diger gruplar farkli fonksiyonel gruplarla yer degistirerek cok sayida
stilfonamid tiirevleri elde edilmistir (Altintas 2006; Kolaczek et al. 2014). Sentezlenen
stilfonamid tlrevi bilesiklerin fiziksel, kimyasal, farmakolojik ve anti-infeksiytz

Ozellikleri farklilik gostermektedir (Sagduyu 2010). Birgok sulfonamid tiirevi



antibiyotik ilaglar olarak kullanilmaktadir. Ornegin; siilfametoksazol 6zellikle {iriner
enfeksiyonlar basta olmak {izere bir¢ok enfeksiyon hastaliklarinda, siilfasetamid
bakteri kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda, siilfadoksin klorokin’e direngli
falsiparum sitmasinda kullanilir. Sentezlenen bazi siilfonamid tiirevi bilesiklerin yapisi

Sekil 1.4’ te gosterilmistir.

0 NTSN
PN % Mo PN
N S, /</k \N)\/kOCHS
" N on " ocH
3
H,N H,N H,oN 3
Sulfasetamid Sillfametoksazol Stilfadoksin

Sekil 1.4. Siilfonamid tiirevi bilesiklerin yapis1

1.1.2. Sulfonamidlerin sentez yontemleri

Siilfonamid sentezi i¢in bircok yontem kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan
ve sulfonamid verimi ylksek olan silfonamid sentez yontemi, alifatik veya aromatik
siilfonil kloriiriin amonyak veya amin ile reaksiyona girmesi sonucu gerceklesir
(Bahrami et al. 2009; Kolaczek et al. 2014). Birden fazla kademeden olusan
sulfanilamid sentezi i¢in ilk bilesik nitrobenzendir. Nitrobenzen, HCI ve kalay (Sn)
cozeltisi igerisinde aniline indirgenir. Anilinin asetillenmesi ile asetanilit olusur.
Anilinin asetillenmesi ile hazirlanabilen asetanilit, p-asetamidobenzensulfonil klorit
verecek  sekilde  klorosulfonik  asit ile  reaksiyona girer ve p-
asetamidobenzensulfonamid bilesigini olusur. Asetamido grubu reaksiyonu tamamen
para pozisyonda yonlendirir. Asetil grubu, siilfanilamit olusturmak igin Urunln
hidroklorlr tuzu, asit katalizli hidroliz ile uzaklastirilir. Nitrobenzenden baslanarak

elde edilen siilfonilamidin sentez semasi1 Sekil 1.5°de gosterilmistir (Pavia et al 2011).
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Sekil 1.5. Siilfanilamid sentez semasi

Bahrami et al. (2009) galismalarinda tiyollerin ve disiilfidlerin siilfonamidlere
doniistiiriilmesi i¢in yeni ve etkili bir reaktif olarak H2O2-ZrCls reaktif sistemini
gelistirmislerdir. Reaksiyonun 1limli sartlarda, yiiksek verimle kisa slirede
gerceklesmesi, givenli ve ekonomik olmasi bu reaktif sisteminin 6nmeli
avantajlarindandir. Reaksiyon kosullarini optimize etmek icin, model substratlar
olarak tiofenol ile 4-metilanilin kullanilmis ve ¢oziicii olarak asetonitril ile 2 dakika
boyunca 25 °C'de piridin (0.5 mL) varliginda 3:1:1:1 mol H202, ZrCla, tiyofenol ve 4-
metillanilin kullanilarak gergeklestirmistir. Bu reaksiyon sartlarinda en iyi sonuca
ulasdig1 ve bu yontemle %95-98 verim elde edildigi rapor edilmistir. Tiyollerden

siilfonamidlerin sentez semast Sekil 1.6’da gosterilmistir.

H202'Z|’C| OO0

R-SH + R—NH, R/\\é/\N'Rl
7 8 CH3CN, piridin, rt H
9
R,R'= Alkil, aril

Sekil 1.6. Tiyollerden siilfonamidlerin sentez semasi

Laudadio et al. (2019) calismalarinda silfonamid sentezlemek icin kolayca

temin edilebilen tiyoller ve aminler arasindaki oksidatif baglantiy1 saglayan ¢evresel



olarak iyi huylu bir elektrokimyasal metod gelistirmislerdir. Doniistimiin herhangi bir
reaktif veya ilave katalizor gerektirmeden ve sadece 5 dakikada gergeklestirilebilir
oldugunu rapor etmislerdir. Calismalarina baslamadan once tiyofenol ve sikloheksil
amin arasindaki baglant1 i¢in uygun reaksiyon kosullar1 (oda sicakligl) saglanmstir.
Reaksiyon; tiofenol (2 mmol), sikloheksilamin (3.0 mmol), MesNBF4 (0.2 mmol),
CH3CN /0.3 M HC1 (20 mL, 3: 1 v/v), C anot / Fe katot, 5 dk kalma siiresi ve 700 uL
reaktor hacmi ile gergeklestirilmistir. Sonugta eldedilen verimin %81 oldugu belirtilen

reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.7°de gosterilmistir.

Microflow Electrocell O O
SH NH, (C Fe) 'S
Y - O

3,2V, 5,6 mA/cm?
10 11 Me,NBF, (10mol%) 12

CH3CN/0.3 M HCI(3:1 v/v)
25 0C, tg= 5 dk

Sekil 1.7. Elektrokimyasal stilfonamid sentezi

Gegis metal Kkatalizorii kullanarak da sulfonamidler sentezlenmektedir.
Simdiye kadar, birka¢ gecis metalindeki katalizor bazlari, siilfonamidlerin N-
arilasyonu i¢in incelenmistir. Bu metallerden ilk kullanilan paladyumdur (Pd). Biaril
fosfin  ligand, t-BuXPhos ve tert-amil alkol igindeki K3POs’tin aril-
florobiitansiilfonatlarin Pd katalize stilfonamidasyonu (Sekil 1.8) igin en uygun baz-

¢oziicli kombinasyonu oldugu bulunmustur (Shekhar et al. 2011).

0.5-1.5 mol %Pd 2(dba)3 0 Ligand
O\\ //O 1.2-3.6 mol % ligand H\ \! //O O
Ar-ONf + S N—sZ_ bri
7N\ PtBU,
H,N R 1.1 eq. K3PO, | R O o
0 Ar
(tAmOH , 80 °C Pri
13 14 15
R= Ar, alkil
Nf= 802C4F9

Sekil 1.8. Paladyum katalizli stilfonamidasyon

De Luca ve Giacomelli (2008) caligmalarinda mikrodalga 1simasi (MW)

kullanarak gergeklestirdikleri siilfonamid sentezinde (Sekil 1.9), sllfonik asitten



baslayarak ara iiriin siilfonil kloriir elde edilir. Reaksiyon %78 ile %95 araliginda

yiiksek verimle gergeklesmistir.
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Sekil 1.9. Mikrodalga 1s1masi kullanarak siilfonamidlerin sentezi

Singh et al. (2010) c¢alismalarinda, 4-aminobenzen stlfonamidleri aromatik
aldehitlerle glasiyal asetik asit igerisinde reaksiyona sokmus ve yaklasik 8-12 saat
reflux  yaptiktan  sonra  hedeflenen  aminobenzensilfonamid  Grdnlerini
sentezlemislerdir (Sekil 1.10). Kristalimsi {irlin siiziilerek toplanip, kurutulmus ve
yeniden kristallestirilmistir. Sentezlenen tiim bilesikler gram negatif (K. pneumoniae)
ve gram pozitif bakterilere (S. Epidermidis ve B. Subtilis) kars1 antibakteriyel etkileri
acisindan degerlendirilmis ve test edilen tiim bilesiklerin orta ile iyi antibakteriyel

aktivite gosterdigi sonucuna ulasilmistir.

o.,0
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Sekil 1.10. Bazi sulfonamit schiff bazlarinin sentezi

Dogruer vd (2010) calismalarinda siibstitiie edilmis benzensiilfonil Kloritler
(0.003 mol), 0 °C'de 10 mL piridin igindeki 3-amino-6-fenilpiridazin (0.003 mol)
cozeltisine ilave edilmis ve elde edilen karisim oda sicakliginda 4 saat karistirilarak
reaksiyon karigimi buzlu suya dokilmiistiir. Siiziiliip ve kurutulan ¢ozelti izopropil

alkol icerisinde kristalize edilmistir. Piridin ¢Ozucusiinde 3-amino-6-fenilpiridazinin



benzensilfonil Klorid tiirevleri ile reaksiyonudan elde edilen siilfonamid sentezi Sekil
1.11°de verilmistir. Sentezlenen bilesiklerin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere
kars1 antibakteriyel aktivitelerine bakilmis ve ampisilin antibakteriyel referans ilag
olarak kullanilmistir. Sentezlenen siilfonamid bilesiklerinin 4 ile16 pg /ml araliginda
degisen MIC (minimum inhibitér konsantrasyon) degerleri ile Escherichia coli (E.
Coli) ye kars1 aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica tim bilesiklerin antifungal
aktivitelerinede bakilmis ve flukonazol antifungal referans ila¢ olarak kullanilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin 8 pg/mL MIC degerinde C. albicans ve C. parapsilosis’e karsi
etki gosterdikleri bildirilmistir. Bilesiklerden elde edilen verimler %75-85 araliginda
degisiklik gosterirken en iyi sonu¢ klorun bagh oldugu siilfonamid tiirevinde elde

edilmistir.

R=H, Cl, CHz, OCHj

Sekil 1.11. Stlfonamid tirevlerinin sentezi

Hosseinzadeh et al. (2010) stlfonamid tiirevi sentez calismalarinda argon
atmosferi altinda dioksan igindeki bir aril halojenur ve arilstilfonamid ¢ozeltisine, Cul
ve N, N-DMEDA, ardindan KF/ Al>03 ilave etmislerdir. Reaksiyon karigimu, belirtilen
siire boyunca 100-110 °C'de kanstirilmis ve TLC ile izlenmistir. Reaksiyonun
sonunda, karisim oda sicakligina sogutulup etil asetat eklenmis ve siiziilmustiir.
Slzuntd, vakum altinda konsantre edilerek tortu, saf birlestirilen {iriinii verecek sekilde
heksan:etilasetat kullanilarak silika jel Uzerinden kolon kromatografisine tabi
tutulmustur. 2-bromopiridin, 3-bromopiridin veya 3-bromotiyofen gibi heteroaril
bromitlerin benzen veya p-toliiensilfonamidlerle reaksiyonu ile N-(heteroaril)
benzensiilfonamid sentezi Sekil 1.12°de verilmistir. Sentezlenen Urunlerden para
konumundaki bilesiklerin verimi %75-98, meta konumda bilesiklerin verimi %66-88

ve orto konumda bilesiklerin verimi %15-42 araliginda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 1.12. N-(heteroaril) benzensulfonamid sentezi

Zuo et al. (2008) galismalarinda floro arilaminler 29 ve siilfonilkloriir, bilesik
30 'u vermek Uzere kapali bir tiipte karistirmis ve anilino stilfonilastatlarin,
florinlenmis kumarin stilfonamidleri vermek tizere ikame edilmis salisilaldehitler ile
Knoevenagel ile yogunlastirilmas: sonucu stilfonamid tlrevlerini sentezlemislerdir
(Sekil 1.13). Kapali bir tiipte mikrodalga firinda gergeklestirilen tepkime her dakikada
TLC ile izlenmis sonrasindaki tepkilmeler 5 dakikada bir TLC ile izlenerek
gerceklestirilmistir. Kullandiklar1 bu sentez yontemi ile elde edilen bilesiklerin
olusumunun, geleneksel yontemlere kiyasla daha yiiksek verimlerle 5-12 dakikada
mikrodalga 1simasiyla hizlandirildigini rapor etmislerdir. Bu yontemle elde edilen

bilesiklerin %74-92 araliginda verime sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 1.13. Floroaril kumarin stilfonamid tlirevlerinin sentezi

Jiao et al. (2010) galismalarinda stirikinolin-7-il-benzenstlfonamid turevleri

sentezlemislerdir. Sentez ¢alismalarmi 2-metilkinolin ve aromatik aldehitin Perkin



yogunlagmasi ile gergeklestirmislerdir. Baslangi¢ bilesigi 5-klorokinolin-8-ol 34,
bilinen 2-amino-4-klorofenolden 33 hazirlanmistir. 36 nolu bilesigi verecek sekilde
piridin / su icinde hidrolize edilen, 34 bilesik ile ¢esitli aromatik aldehitler arasindaki
Perkin yogunlasmasi ile saf E geometrisine sahip 5-kloro-2-stirilkinolin-8-il 35
asetatlar liretmistir. Sonrasinda 36 bilesigin nitrolama ve indirgenme reaksiyonlart ile
38 bilesigine doniistiirilmistiir. Sonrasinda da stirikinolin-7-ilbenzensilfonamid 38
tirevleri pridin ¢oziiciisinde DMAP varliginda benzensilfonil Klorlr tlrevleri ile
reaksiyondan sonra % 16-56 verimle sentezlenmistir (Sekil 1.14). Bitln bilesiklerin
HIV integraz (HIV IN)’a kars1 inhibitor aktiviteleri degerlendirilmis ve para-hidroksi
grubunun mevcut oldugu bilesiklerin pozitif kontroliinkinden daha yiiksek inhibe edici
aktivite gosterdigi sonucuna ulagmislardir. Ancak hidroksil grubu elektron ¢eken bir
grup (Br) oldugunda sadece inhibitor ativitesinin orta diizeyde godzlendigini rapor

etmislerdir.
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Sekil 1.14. Stirikinolin-7-il-benzensilfonamid tlrevlerinin sentezi

Argyropoulou et al. (2009) ¢alismalarinda sulfonamid tiyazol ve benzotiyazol
tirevleri sentezlemislerdir (Sekil 1.15). Sentezde susuz piridin i¢inde slispanse edilmis

amine, yavas yavas uygun siilfonil kloriir ilave edilmis ve elde edilen tepkime karigimu,



60 °C'de 1-4 saat isitildiktan sonra buzlu su igerisine dokiilmiis ve 1N HCI ile
asitlestirilmistir. Elde edilen kat1 {iriin siiziiliip, suyla iyice yikandiktan sonra etanolden
yeniden kristallestirilmistir. Sentezlenen sulfonamidlerin mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal 6zellikleri bakimindan in vitro olarak degerlendirilmesi yapilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin B. subtilis ve Staflococcus aureus (S. aureus)'a karsi
inhibisyonunun oldugunu ve bu bilesiklerden en iyi sonucun NH; ve 4-CH3 gruplarinin
bagli oldugu bilesiklerden elde edildigi bildirilmistir. Test ettikleri bilesiklerin

antifungal 6zelliklerine bakildiginda ¢ok umutlu sonug vermedigi anlagilmistir.

. o)
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Sekil 1.15. Silfonamid tiyazol ve benzotiyazol turevleri

Reddy et al. (2007) ¢alismalarinda gesitli siilfonamid tiirevlerini asetik anhidrit
tirevleriyle Lewis asiti katalizorliigiinde etkilestirmis ve N-asetil silfonamid
tirevlerinin sentezini gergeklestirmistir (Sekil 1.16). Sentez ic¢in silfonamid ve
anhidrit karigimina, susuz ZnClz (3 mol %) ilave edilerek reaksiyon basaltildi. Sonra
TLC ile izlenmis ve reaksiyon karisimi diklorometan ile seyreltilerek tuzlu su
¢ozeltisiyle yikanmistir. Ardindan Na;SOs Uzerinde kurutulup ve vakumla
buharlastirilmistir. Elde edilen bilesik, ilgili tirtini vermek tizere kolon kromatografisi
(heksanlar ve etil asetat) ile saflagtirilmistir. Anhidritlerden elde edilen sulfonamid

bilesiklerin %90 nin {izerinde verime sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 1.16. N-Asetil stilfonamid turevlerinin sentezi

1.1.3. Etki strelerine gore stlfonamidler

Siillfonamidler etki siirelerine gore kisa sdreli sulfonamidler, orta sireli

sulfonamidler ve uzun siireli sulfonamidler olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir (Dax, 1997).

Kisa siireli siilfonamidler; Viicuttaki absorblanma hizlar1 ¢ok yiiksek oldugu
icin hizli bir sekilde kan diizeyi konsantrasyonuna ulasirlar. Yarilanma omiirleri 4-7
saat gibi kisa bir siire olan bu stilfonamidler yine ayni sekilde hizla viicuttan atilirlar.
Siilfanilamit ve siilfatiyazol toksik etkileri sebebiyle giiniimiizde kullanilmaktadir. Bu
bilesikler viicutta asetillenir ve hem kendileri hemde asetil tlirevlerinin sudaki
cozlintirliikleri az oldugu icin bobrek ve idrar yollarindan kolaylikla kristalize olurlar.
Bakteri kaynakli idrar yolu ve bagirsak enfeksiyonlar1 gibi sistemik enfeksiyonlarin
tedavisinde yaygin sekilde kullanilirlar. Stlfasitin, stlfametizol, siilfisoksazol kisa

stireli stilfonamid bilesiklerine Ornektir.

Orta sureli stilfonamidler; Viicuttaki absorblanma hizlar1 ve kan diizeyindeki
konsantrasyona ulagmalari, kisa siireli etki eden stilfonamidlere nazaran daha uzundur.
Bu bilesiklerin yarilanma 6miirleri 10-12 saattir. Ozellikle triner enfeksiyonlar basta
olmak {izere uzun bir tedavi periyodu gerektiren enfeksiyonlarda kullanilirlar.
Sulfemetaksazol, sulfadiyazin, sllfafenazol orta siireli siilfonamid bilesiklerine

ornektir.

Uzun sureli stlfomamidler; Viicuda alindiktan sonra hizli sekilde absorbe
olarak kan diizeyine ¢ikmalarina karsin atilimlari kisa siirede etki eden sulfonamidlere
gore cok yavastir. Bundan dolay1 yar1 dmiirleri 30-150 saat aralifinda degisebilir.

Siilfalen ve siilfadoksinin yar1 Omiirleri sirasiyla 65 ve 179 saattir. Vicutttan yavas
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atilmalariin sebebi lipofilisitelerinin optimum olusu ile ilgilidir. Birgok risk
tagidiklarindan ancak 6zel durumlarda kullanilirlar. Sadece klorokin’e direngli
falsiparum sitmasinda kullanilir. Stlfametomidin, stilfaperin, stlfasomizol uzun sireli

siilfonamidlere ornek bilesiklerdir.

1.1.4. Sualfonamidlerin farmakolojik aktiviteleri

Biyolojik etkisi ayni, benzer veya farkli olabilen yeni etken maddelerin elde
edilmesi s6z konusu olabilmektedir. Molekiiler formiilii ve biyolojik etkisi ispatlanmis
bir bilesigi referans alarak aktif madde iizerinden yeni maddelerin sentezlenmesi ile
ilaclar kesfedilebilir. Bu ilag bilesiklerinin en onemli 6rneklerinden bazilarini1 da
stlfonamid tiirevleri olusturmaktadir (Yilmaz, 2011). Silfonamidlerin pek ¢ok
hastaligin tedavisinde de ila¢ olarak kullanilmasindan dolay1 diinyanin bir¢ok yerinde
yeni sulfonamid tdrevleri sentezlenmektedir (Supuran, 2008). Tedavi sirasinda
kullanilan bu ilaglarin faydasinin yani sira bir¢cok yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan
etkiler cesitli saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir. Yan etkisi azaltilmig yeni

ilag etkin maddelerinin gelistirilmesi ile bu soruna ¢6ziim bulunabilir.

Sulfonamidlerin antibakteriyel, antifungal, antikanser, antidiabetik, antitroid,
antiviral, antimalaryal, karbonik anhidraz inhibitorii aktivitelerini de i¢ine alan sayisiz
biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir. Asagida siilfonamidlerin bu aktivitelerinden

bazilar1 agiklanmustir.

Antibakteriyel Etki; antibakteriyel ilaclardan biri olan stlfonamid ve
tlrevleride birgok Gram pozitif bakteri tiirli ile bazt Gram negatif bakteri tiirlerine karsi
etki gostermektedir. Bu etkilerinden dolay: sulfonamidler enfeksiyon tedavilerinde
kullanilmaktadirlar (Kayaalp, 1998; Akbulut, 2003). Sulfonamidler E.coli’ye karsi
gucli, Proteus mirabilis ve Enterobacter tirlerine orta ve Klebsiella’ya kars1 zayif
aktivite gosterirken, Serratia tirlerine ve Pseudomonas aeruginosa’a karsi inhibitor
aktivitesi gostermezler (Varagi¢ ve Milosevi¢ 2009). Sulfonamidlerin antimikrobiyal
aktivitesi, siibstitiientlerin para pozisyonunda olmalarindan kaynaklanir (Strauss et al.

1941).
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Chohan et al. (2006) calismalarinda N-sibstitle stlfonamid torevleri
sentezlemis (Sekil 1.17) ve bilesiklerin gram-negatif (E. coli, S. flexneri, P. aeruginosa
ve S. typhi) ve gram-pozitif (B. subtilis ve S. aureus) bakterilere kars1 antibakteriyel
aktiviteleri incelemislerdir. Sentezlenen tim bilesikler, test edilen farkli suslarin
bilytimesi tizerinde farkli derecelerde dnleyici etkiler sergilemistir. Iki Gram negatif
(P. aeruginosa ve S. typhi) ve iki gram pozitif (B. subtilis ve S. aureus) tiiriine kars1 d
ve e, fve h bilesiklerinde 6nemli bir aktivite gozlemlenmistir. Bu bilesiklerden en aktif

olaninin ise R’nin yerine d’nin baglandig1 bilesik oldugu belirtilmistir.

OH OH
HC(OC,H
X + HN—R (OC3Hs)3 AN-R
N 13s/2-Butanol H
(@] (@] (@] @]
45 46 47
(a-h)
SO,NH ,
R= /@SOZNHZ SOzNH—CI::NH \/©/ - /\/(j/SOZNH2
a b c d
CH;
N N-0 so NH—<\N B
! 2
SONH—L B SONH—{ Ay N4
o
e f g

>
h

Sekil 1.17. N-siibstitte stlfonamid tirevlerinin sentezi

Antimikrobiyal Etki; Nocardiaspecies ile enfekte olan antimikrobiyal
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in siilfonamidler kullanilmaktadir. Nitekim Isik ve
Ozdemir-Kogak (2009) yaptiklar1 ¢alismada yedi siilfonamid tiirevi sentezlemis ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelenmistir. Sentezledikleri bilesiklerden N-(2-
hidroksi-4-nitro-fenil)-4-metil-benzensilfonamid, N-(2-hidroksi-5-nitro-fenil)-4-

metil-benzensulfonamid 48 ve  N-(2-hidroksi-fenil)-4-metil-benzensulfonamid
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bilesiklerinin Nocardia bakterisine karst giiglii inhibitér olduklari sonucuna

ulagmislardir.

Sekil 1.18. N-(2-hidroksi-5-nitro fenil)-4-metil-benzensulfonamid

Antifungal Etki; antifungal taramas1 yapilirken T. longifusus, C. albicans, A.
flavus, M. canis, F. solani ve C. glabrata fungal suslarina kars1 bilesiklerin aktiviteleri
test edilmektedir. Sulfonamidlerinde yapilan ¢alismalarda antifungal etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir. Nitekim Chohan et al. (2006) c¢alismalarinda 4-
hidroksikumarinden elde edilen N-stbtituent stulfonamidlerin antifungal 6zelliklerini
incelemis ve bilesiklerin tiim mantar suslarindan en az birine orta ile diisiik diizeyde
aktivite gosterdigini ozellikle M. canis'e ve F. solani'ye karsi 6nemli bir aktivite

gosterdiklerini bildirmislerdir. Sekil 1.19’da kumarin siilfonamid sentezi verilmistir.

OH o)
X HC(OC,Hs)s R
+ R—=NH; > H
O "0 2-Butanol/3s/& (e XAe)
49 50 51

00 NQ

d

H
S‘NMCHS, \(N\ N SO,NH, v\/@SOzNHz
- L 0, O
! SOzNHZY !

Sekil 1.19. Kumarin silfonamid sentezi

Antikanser etki; sentezlenen ¢ok sayida yeni siilfonamid tiirevlerinin hem in
vitro hem de in vivo olarak 6nemli antitiimdr aktivitesi gdsterdigi rapor edilmistir. Bu
tiirevlerin klinik degerlendirmeleri yapilmakta ve yeni alternatif anticanser ilaglari
olarak kullaniminin 6nii agilmaktadir (Scozzafava et al. 2002). Bashir et al. (2011)
yaptiklart ¢caligmada benzen siilfonamid kismi tagiyan on {i¢ yeni 2-pirazolin turevi,
uygun kalkonlarin 4-hidrazinonbenzensiilfonamid hidroklorid ile yogunlastiriimasiyla

sentezlemis (Sekil 1.20) ve antikanser aktiviteleri incelenmistir. Elde -ettikleri
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bilesikleri in vitro hastaliga yonelik insan hiicrelerinin tarama panelini Ulusal Kanser
Enstitisi'nin (NCI) protokoliine gore test etmis ve bazi bilesiklerin tim tamaor hiicre
cizgilerine karsi 6nemli bir antitimor aktivitesi sergiledigini ayrica etkili bir blylime

inhibisyonu gosterdigini rapor etmislerdir.

HsC OR NaOH/EtoH  H3C OR
+  Ar-CHO 5 A
.
ol CHs 10°C cl X

o)
52 O 53 54
HN—=NH,HCI
HsC OR EtOH H3C OR
+ Reflux 24h
X Ar
CIIIH/\/ Cl \ Ar
0 SO,NH, N-N
o4 55 56
R=H, CHj SO,NH;

Ar= 2-hidroksifenil, 2-klorofenil, 3,4-dimetoksifenil, 3,4,5-trimetoksifenil
Sekil 1.20. Benzenstilfonamid kismi i¢eren pirazolinlerin sentezi

Antiviral etki; ilaca direngli viriislere kars1 daha az toksisite veya aktiviteye
sahip bilesikler elde ederek antiviral etkiler degerlendirilmektedir. Sentezlenen yeni
stilfonamid turevlerininde in vitro ve in vivo olarak 6nemli antiviral aktivite gosterdigi
rapor edilmistir. Stlfonamidler bu etkileinden dolayr antiviral ilag olarak

kullanilmaktadir (Supuran et al. 2004).

Selvam et al. (2001) yaptiklar1 ¢alismada 4-[(1,2-dihidro-2-okso-3H-indol-3-
ilidin) amino]-N-(4,6-dimetil-2-pirimidinil)-benzen sulfonamid tlrevlerini isatin
reaksiyonu ile sentezlemis ve bilesiklerin anti-HIV aktivitesinin aragtirmiglardir. Test
edilen bilesikler arasinda 4-[(1,2-dihidro-2-okso-3H-indol-3-iliden) amino]-N-(4,6-
dimetil-2-pirimidinil)-benzen stlfonamid ve onun N-asetil (Sekil 1.21) halinin en aktif

bilesikler oldugunu belirtmislerdir.
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57 CHs 58 CH,

Sekil 1.21. 4-[(1,2-dihidro-2-0kso-3H-indol-3-iliden) amino]-N (4,6-dimetil-

2-pirimidinil)-benzen stlfonamid ve N-asetil turevleri

Antimalarial etki; sulfonamidler ve tiirevleri, tibbi kimyada antimalarial
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Sitma olarak bilinen ve bulasict olan bu
hastaligin tedavisi i¢in viriislere karsi direncli antimalarial ilaglarin gelistirlmesine
onem verilmektedir. Ozellikle insanlar1 enfekte eden Plasmodium falciparum viriistine

etki etmektedir (Dominguez et al. 2005).

Andrews et al. (2013) calismalarinda karbonhidrat bazli birincil benzen
stilfonamid bilesiklerini (Sekil 1.22) sentezledikleri stilfonamidin yerini hidrojenin
aldig1 Kontrol bilesikleri ile test etmislerdir. Kontrol bilesiklerini azidobenzenden ve
Cul ve N-bromo siiksinimit varliginda perasetillenmis B-S-, B-O- veya B-S02-propinil
glukozitlerden oda sicakliginda onalt1 saat siiren reaksiyonla sentezlemislerdir. Test
ettikleri karbonhidrat bazli birincil benzen siilfonamid bilesiklerinin Plasmodium
falciparum’a karsi antimalarial etkilerini incelemislerdir. Antimalarial aktiviteyi in
vitro olarak belirlemek i¢in radyometrik biyime inhibisyonu deneyi yapmuslardir. Bu
deneyde klorokin duyarli (3D7) ve klorokin direngli (Dd2) P. falciparum sitma parazit
hatti kullanmislardir. Bilesiklerden en iyi antimalarial aktiviteyi gosteren bilesigin Y’
nin yerinde I olan bilesik oldugu ayrica karsilik gelen Y nin yerinde H olan

bilesiklerden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.
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0.5
S~NH;
OR y
0 N
RO X\/ZF N
RO™ bR N

59
R=H,Ac ; X=S,S0, 0 Y=H,I

Sekil 1.22. Karbonhidrat bazli birincil benzen siilfonamid bilesikleri

Antidiyabetik etki; Silfonamidler diyabet tedavisinde kullanilan instlin

sekresyonunu stimile eden ilaglardandir (Atmaca ve Ecemis 2012).

Moreno-Diaz et al. (2008) calismalarinda N-(6-substittie-1,3-benzotiazol-2-il)
benzensilfonamid (Sekil 1.23) turevlerini sentezlemis ve insiiline bagimli olmayan bir
diabetes mellitus sigan modelinde in vivo antidiyabetik aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Sentezledikleri bilesiklerin antidiyabetik etki gdsterdigi

sonucuna ulagmislardir.

R]_: NOz, OCH2CH3, CH3, OCH3

R,= H,Cl, OCH3, NHCOCHs, NO,

Sekil 1.23. N- (6-stibstitle -I, 3-benzotiazol-2-il) benzensulfonamid turevleri

Karbonik anhidraz etkisi; aromatik ve heteroaromatik sulfonamidler CA’nin
en gucli organik inhibitorleridir. Dokularda bulunan CA izoenzimlerinin inhibe
olmasi i¢in ihtiyag duyulan siilfonamid tiirevleri sentezlenmis ve bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmistir (Roughton ve Booth, 1946). CA | olarak etkisi incelenen
stlfonamid trevlerinden biri de Asetazolamid (Sekil 1.24) bilesigidir. Gugclu ve geri

dontisimlii bir karbonik anhidraz inhibitdrii olan asetazolamid bilesigi klinik olarak
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glokom tedavisinde, intraokiiler basinci diisiirmek i¢in ve yiikseklik hastaliklarinda

kullanilir (Imtaiyaz, 2013).

@)
% v

S \
S
\\< \« W/ NH,
o) N—N

Sekil 1.24. Asetolazamid yapisi

Klinik kullanimda olan bazi sulfonamid tiirevi ila¢ etken maddeleri Tablo 1.1’

de gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Klinik kullanimda olan bazi stlfonamid trevi ilag etken maddeleri

Kullanim Sulfonamid turevi ilag etken | Kimyasal yapisi
alam maddeleri
Glokom Asetazolamid (Schwartz et al. H o s Q.0
2010) s
\\S) N_R/ NH,
Enfeksiyon Topikal antimikrobiyal Q\S/,
mafenid (Lateef 2006) ﬂ NH,
HoN
Diyabet Glibenklamid (Loubatieres et 2P O
al. 1969) Mo o SN
[?/ \Hﬁ H .
Cl
Diuretik Bumetanid (Puschett, 1994) o NH2
(0]
L
OH \
CHg
Gut ve Probenesid (Fanelli 1975) g
hiperurisemide
P % )
0
Romatoid Sulfasalazin (Brooks 2001) SN oop
artrit, tlseratif o
kolit " @N’*N
OH
HO O
Migren Sumatriptan (Lipton et al. N—
2000) o
/N),S\\ \
O O N
H
Peptik Glserde | Famotidin (Taha et al. 1996) NH, o N-i20

Kardiyak aritmi
ve
hipertansiyonda

Sotalol (Simon ve Berman
1979)
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Tablo 1.1°in devami

Agr kesici ve | Selekoksib (Amgad et al.
antiinflamatuar | 2001)

ajan olarak
Epilepside Sultiam (De Simone et al.
2009)
HIV Amprenavir (Mastrolorenzo et
al. 2006) e

Sizofreni ve Sulpirid (Lai et al. 2012)
major depresif
bozukluk

1.2. Karboksamitler

Karboksilik asitlerin COOH grubunda OH kismmin NH> ile degistirildigi
karboksilik asit tiirevleri, amidler veya daha dogru olarak karboksamitler olarak
adlandirilir. Karboksamitler R-CO-NR'R" genel yapisina sahiptir (Sekil 1.25). R R' ve
R" organik substitlientler veya hidrojen olan fonksiyonel gruplardir (Kumar et al.
2017).

0
R-C-N-R!
R”

Sekil 1.25. Karbosamidin genel yapist

Yasamsal organizmalarin ana bilesiklerinden biride amidlerdir (Ravindar et al.
1985). Amid bilesiklerinin inhibitdr ve antimikrobiyal 6zellige sahip olmasi oldukca
onem arz etmektedir. Amid bilesiklerinin yapisi ve baglanma diizeni metal-amid

bilesiklerinin biyolojik anlamda Onemini ortaya ¢ikarmistir (Singh et al. 2008).
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Karboksamitlerin farmakolojik 6neme sahip bilesiklerinin biiyiikk ¢ogunlugu azot,
platin veya oksijen atomlar ile yaptiklart bilesiklerden sentezlenmistir. Karboksamit
bilesikleri, ge¢is metalleri ile kompleks (Sekil 1.26) bilesikler olusturur (S6nmez,
2001). Metal iyonlarmin karboksamit gruplarina baglanmasina iliskin ¢aligmalar
giderek artmaktadir. Enzimler ve metal-peptit kompleksler igcin de bu kompleks
olusum tepkimeleri iyi ornekler saglamaktadir (Meszaros et al. 2003). Karboksamit
yapili ligandlarin N ve O gibi atomlar bulundurmalar1 kolay kompleks olusturmalarini
saglamaktadir. Ayrica aktif karbonil grubu icermeleri nedeniyle de yer degistirme

reaksiyonlar1 vermektedirler (Greenhill ve Lue, 1993).

i1
N\
Ph | N
O’l‘\/| o. Ph

Ph

6
Sekil 1.26. Karboksamit ligand kompleks 6rnegi

1.2.1. Karboksamitlerin sentezi

Aminler ile karboksilik asitlerin iki adimli tepkimesiyle amitler olusur (Sekil
1.27). Ik adim bir asit-baz tepkimesi olup asit ve amin biraraya gelerek amonyum
tuzlarini verir. ikinci adimda 1sitma ile amonyum karboksilat su kaybederek amit

olusturur.

R + N-R S C R+ RO
OH H H
62 63 64

Sekil 1.27. Karboksamitlerin olusumu
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Tezcan (1990) yaptig1 calismasinda heterosiklik yapida ¢ok aktif bir bilesik
olan 4-benzoil-5-fenil-2,3-furandion’un iiretanlar ile reaksiyonu sonucu ii¢ karbonil
grubu tasiyan dibenzoilasetikasit-N-karboksialkilamid 67 bilesigini elde etmistir
(Sekil 1.28).

Ph—° 6 O )OL
o)
Y; + NH,COOR 2eNZen_ py N” OR
Ph O | H
0" %o b7 OH
65 66
o O JOL O o0
pr’ OH Ph o/go
66 67
R:CHg,CzHS

Sekil 1.28. Karboksamit tlirevi sentezi

Balaban et al.. (2008) ¢alismalarinda 1,4-bis(3-aminopropil)piperazin 69 ile
tiyofen-2-karbonilkloriir’iin 68 reaksiyonundan yeni bir multidentat ligand olan N,N'-
bis((tiyofen-2-karboksamit)propil)piperazini 70 sentezlemislerdir (Sekil 1.29).
Sentezlenen bilesiklerin kristal yapist X-1s1n1 kristalografik teknikleri kullanilarak ve

molekiiler yapis1 FT-IR, tHNMR ve CNMR spektroskopik yéntemleri kullanilarak

belirlenmistir.
Z%C' + HoN(HCl3™N_ N—(CHa)gNH;
5 — DCM
68 69 o5 0C
/\ 2 >
HN(H,C)3—N  N—(CH,)3NH 7\
S ___/ s
0 70 o)

Sekil 1.29. N,N'-bis((tiyofen-2-karboksamit)propil)piperazin sentezi

Peptidler, B-laktamlar ve makrolaktamlar gibi dogal biyoaktif bilesiklerdeki en

onemli bilesenlerden biri karboksamitlerdir. Bu bilesiklerin sentezlenmesi i¢in birgok
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yontem kullanilmigtir.  Shiina ve Kawakita, (2003) yaptiklar1 ¢alismada
karboksamitlerin sentezi igin yeni bir yontem bildirmislerdir. Sekil 1.30°da gosterilen
bu reaksiyon, karboksamidlerin veya dipeptitlerin yiiksek verimlerde karsilik gelen
karboksilik asitlerden ve aminlerden veya amino asitlerden katalitik miktarda 4-
(dimetilamino) piridin (DMAP) varliginda di (2-piridil) karbonat (DPC) veya O, O-
di (2- piridil) tiyokarbonat (DPTC) kullanilarak dehidrasyon yogunlastirmasi yoluyla
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonda piridil ester 71, oksazolon ara maddesi yoluyla
rasemizasyona neden olan daha aktif piridinyum tuzunu 72 olusturmak i¢in DMAP ile

reaksiyona girer.

PPC RcooH o
ya da -
R)J\O N
DPTC 71
lDMAP
O NHR;R, )OL
)L R N
R" NR;R, o
Vo
72

Sekil 1.30. DPC veya DPTC kullanilarak karboksamit olusumu

1.2.2. Karboksamitlerin farmakolojik aktiviteleri

Elde edilen karboksamit bilesiklerinin endiistriyel, farmakolojik ve biyolojik
yonden 6neme sahip olduklar1 bulunmustur (Ravindar et al. 1985). Bu durum metal
komplekslerin gelismesini saglamistir. Farmakolojik {irtinler olarak metal kompleks
bilesikleri klasik organik ilaglarin yapisina baglanarak olusur (Guo ve Sadler, 1999).
Olusan bu kompleks molekiiller kas genlerinin diizenleyicisi olarak da kullanilir
(Lippert, 2000). DNA ipligi boyunca 6zel bolgelerde reaksiyon verebilen metal

kompleksler, niikleik asit ve protein arasindaki reaksiyon i¢in reaktif modellerdir ve
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kemoterapik ajanlarin gelisimine olanak saglarlar (Lippard, 1978). DNA’nin yapay
niikleazlari i¢in ge¢is metal kompleksleri ile ¢alisilmistir. Gegis metal komplekslerinin
0zel hedef bolgelerini segmesi ve bu bolgeleri tantyacak kadar hassas dagilmalar1 bu
caligmalarin yapilmasina sebep olmustur (Cowan, 2001; Morrow ve Iranzo, 2004).
Bunlarin yaninda genetik sistemleri i¢in ihtiya¢ duyulan araglarin elde edilmesinde
(Dervan, 1986) ve DNA vyapisindaki iirlinlerin elde edilmesinde (Barton, 1986)
kullanilmistir. Yapilan caligmalarla polidentat mono veya bis-(amid) ligandlar1 ve
onlarin metal komplekslerinin yapilari, kristal yap1 analizleri, potansiyometrik ve
spektroskopik olgtimler ile belirlenmeye ¢alisilmistir (Balaban et al. 2008). Cok genis
bir alanda biyolojik aktivite gosteren karboksamitlerin heterosiklik azot atomu
bulunduran tiirevlerinden bazilar1 hastaliklarin  tedavisinde kullanilmaktadir

(Rybalova et al.. 2007).

Singh et al. (2009) yaptiklar1 calismada N',N"-bis(3-karboksi-1-oksofenilenil)-
2-amino-N-arilbenzamidin biyoaktif karboksamit ligandlart ile La(Ill), Sm(III),
Eu(III) ve Tb(III) ‘iin kompleksleri (Sekil 1.31) sentezlemislerdir.

Q@

HN NO

o\ NO3 2H,0
©/Y O\c

Ln=La(lll), Sm(lll), Eu(lll) ve Th(lll)

Sekil 1.31. N',N"-bis(3-karboksi-1-oksofenilenil)-2-amino-N-arilbenzamidin ve

ligandlarin yapisi

Rivera et al. (2007) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada antihelmintik olarak
kullanilan albendazol 74 ve mebendazol 75 gibi benzimidazol-2-karbamat turevlerinin
biyolojik aktivitelerini artirmak icin bu bilesiklerin karboksamit tlrevlerini 76

sentezlemislerdir (Sekil 1.32). Sonug olarak, yeni antelmintik (1H-benzimidazol-5
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(6)-il) karboksamid turevlerinin 76 sulu ve organik ¢oziiculerde albendazolden daha

¢Oziiniir oldugu belirlenmistir.

o)
S \CE />—N?_|_O />—NH /Q)Ij[ // H,
74 75

Ri=H,Cl,  Ry=H, CHz
Sekil 1.32. 1H-benzimidazol-5(6)-il karboksamit tlrevleri

Goker vd (2001) yaptiklar: ¢alismada klor, siyano, aldehit gibi elektron ¢ekici
gruplarini, benzimidazol halkasinin 5. konumuna ve p-klorobenzil grubunuda 1.
konumuna getirerek Sekil 1.33’te gosterilen 2-fenil-N-karboksamito-1H-benzimidazol
tirevlerini sentezlemisler ve antifungal etkilerini incelemislerdir. Elde ettikleri
bilesigin Candida albicans’a karsi flukonazole yakin antifungal aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

NHR; R, El
HO * — R
\[(@NHZ Naogs\(C[Ra HOﬂN@ 2
0
OH R
77 78 o 79 :
o o T
Uygun amin

R,=CHPh, H
R,=OCHj, Cl, OCH,Ph
R3=OCHg, H

O "l

Sekil 1.33. Fenil-N-karboksamito-1H-benzimidazol tiirevlerinin sentezi
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Venugopala et al. (2008) yaptiklari ¢alismada 2'-amino-4'-[3-(2H-1-
benzopiran-2-on)] tiyazolin asit klorurlerle reaksiyonu ile bir dizi 2H-1-benzopiran-
2-on aminotiyazolil karboksamit sentezlemislerdir. Sekil 1.34’te g0sterilen
bilesiklerden 86 gibi standart streptomisin ve ampisilin ile karsilastirildiginda Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae'ye karsi

Oonemli antibakteriyel aktivite gosterdigi sonucuna ulagmiglardir.
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Sekil 1.34. Karboksamit tirevleri sentezi

JL

Karboksamid tiirevi sentezine yonelik yukarida verilen ¢aligmalarin yaninda
bir karboksamid tiirevi olan ve Sekil 1.35’de gosterilen nikotinamid (piridin-3-

karboksamit) tlirevleride sentezlenmistir.

|\ NH,
=

N

Sekil 1.35. Nikotinamid
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Seibert et al. (1942) calismalarinda piridin-3-karboksilik asidin (nikotinik
asid) 88 derisik siilfirik asidli ortamda etanol ile reaksiyonundan etil piridin-3-
karboksilat 89 ve bu esterin derisik amonyum hidroksit ile tepkimesinden piridin-3-
karboksamit (nikotinamid) 90 elde etmislerdir (Sekil 1.36).

O O (@]
1)EtOH, H,SO4
| X OH 2)NaOH | X OEt NH,OH | AN NH,
~ P —
N N N
88 89 90

Sekil 1.36. Nikotinamid eldesi

Nikotinamid enteroviriisler tarafindan olusturulan kemokin salimini inhibe
ederek antiviral etki gosterdigi, viriis ve bagisiklik sistemine bagl hastaliklarda tedavi
edici ve Onleyici olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Moéll et al. 2009).

Girgis et al. (2006) ¢alismalarinda 2-stbstitlie-4,6-diaril-3-piridinkarboksamit
tirevlerini sentezleyerek kanser hicrelerine karsi invitro antitimoér aktivitesini
incelemislerdir. 2-stbstitlie-4,6-diaril-3-piridinkarboksamit, ikincil aminlerin 2-
bromo analoglar1 ile aromatik niikleofilik substitie reaksiyonu yoluyla
sentezlenmistir. 2-siyano-3,5-diaril-5-okso-N-stbstitlie pentamidler ise buzlu asetik
asit igerisinde pentamid tiirevlerinin bromlanmas:t yoluyla elde edilmistir.
Beklenmeyen bilesiklerin elde edilmemesi igin pentamid tiirevleri, 1,3-diaril-2-
propen-1 ile siyanasetanilid baz Kkatalizli Michael ilavesiyle hazirlanmistir.
Sentezlenen piridinkarboksamid bilesiklerinin 16semi, akciger, kolon, beyin,
yumurtalik, meme, prostat ve bobrek kanser hiicrelerine karsi antitimor dzellikleri test
edilmistir. Test edilen bilesiklerin bir¢gogu, kullanilan insan tiimor hiicre ¢izgilerinin
¢oguna kars1 1limli aktiviteler gostermis 6zellikle 91 ve 92 (Sekil 1.37) bilesiklerinin
in vitro antitimor Ozellikleri gosterdigini  belirlenmistir. Ayrica, test edilen
nikotinamid turevlerinin hepsinin meme kanser hiicrelerine karsi iimit verici antitimor

ozellikleri gosterdigi sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 1.37. 2-Siibstitlie-4,6-diaril-3-piridinkarboksamit ttrevleri

Abou-Ser1 et al. (2011) ¢esitli heterosiklik halkalarla difenilamin-2,4-
dikarboksamit hibrit molekulleri %90 verimle sentezlemis ve sentezlenen bilesikleri
azolidinonla karsilastirmislardir. Sentezlenen bilesiklerin epidermal buyume faktorl
reseptori  (EGFR) kinaz inhibitorleri oldugu ve antikanser ajanlar olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir (Sekil 1.38).

93 94

R= Sikloheksil R1=Alil
Sekil 1.38. Difenilamin-2,4-dikarboksamit turevleri

1.2.3. Piridin-2,6-dikarboksamitler

Aminler ve piridin karboksilik asitlerin kondenzasyonundan piridin
karboksamit bilesikleri elde edilir. Bu karboksamit azot atomunun deprotonasyonuyla
selat bir metal iyonu i¢in tetradentat ligand islevi goren ligand olusturur. Metal

kompleksler iceren deprotonlanmis piridin karboksamit ligandlart N-4-tetradentat
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koordinasyonu i¢in egilim gostermektedir (Chapman et al. 1981). Sekil 1.39°da 2,6-
Dikarboksamit esasli ligand yapist gosterilmistir (Kumar ve Grupta, 2016).

X
@) lN/ 0

NH HN

g

Sekil 1.39. 2,6- Dikarboksamit esasli ligand yapis1

Son yillarda yapilan ¢alismalarda amid bilesigine ¢ok disli olarak baglanan
piridin bilesiklerinin 6nemi anlasilmistir. Proteinlerin temel yapisinda karboksamit [-
C(O)NH-] grup bulunduran piridin karboksamit ligandlari metal komplekslerin yapimi
icin énemlidir (Ni et al. 2005; Lee et al. 2006). Blyik 6lctde kimyasal 6zellikleri ve
slibstitiient uygulamalari, iliskili ligandlarin niteligi ile belirlenir (Duan et al. 2012).
Bu nedenle, koordinasyon yetenekleri bir kompleksin stbstitient elektronik ve
kimyasal 6zelliklerini kontrol edecek uygun bir ligandin tasarimina ve se¢imine dikkat
edilmelidir. Bu baglamda, genel olarak amid bazli ligandlar ve piridin-2-karboksamit
ve piridin-2,6-dikarboksamit esasli ligandlarin basarili oldugu goriilmiistiir (Rose et al.
2008). Ozellikle 2,6-dikarboksamit esasli ligandlar N pyridine ve N amide gruplari
arasindaki iki bes tiyeli selat halkalar1 vasitasiyla bir N3 kiska¢ boslugu olusturmasi
dikkat ¢cekmistir (Marlin ve Mascharak 2000; Harrop ve Mascharak 2004).

Metal kompleksleri iceren piridin karboksamit ligandlar1 spin alan durum
kontrolu (Dutta et al.. 2000; Beckmann et al.. 2003; Che et al.. 1992; Partra et al. 2004),
manyetik etkilesimler (Ni et al.. 2005; Colacio et al.. 2005; Lescouézec et al.. 2004),
dendrimer sentezi (Epperson et al.. 2001), NO dagilimi (Partra et al.. 2004), molekdler
reseptor (Collinson et al.. 2001; Huc et al.. 1999; Kim et al.. 2006), asimetrik katalizor
ve epoksidasyon (Che ve Cheng. 1986; Yang et al.. 1991; Trost et al.. 1998; Belda ve
Moberg. 2005), hidroksilasyonda ¢ok iyi 0zellikler gostererir.
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Luetal. (2011) ¢alismalarinda bir dizi piridin agil siilfonamid tiirevi tasarlayip
sentezlemislerdir. Sentezledikleri bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ve siklooksijenaz-
2(COX-2) inhibitorleri olarak potansiyelleri degerlendirilmistir. Elde edilen tiim
bilesikler arasinda R grubunun brom oldugu {iiriiniin en giigcli COX-2 inhibitor
aktivitesini gosterdigini bulunmustur. Ayrica ayni bilesigin antitimér ve anti-
enflamatuar analizlerine gore, kanser hiicre hatlarina kars1 yiliksek antiproliferatif

aktiviteye sahip oldugu sonucuna ulasilmistir (Sekil 1.40).

X
X O\\ H | - H ’/O
m 2eq. RPhSO,NH, 5 N 5
(o) (0]
HOOC™~ "N~ "COOH 2eq. EDCI/DMAP /©/ © © \©\
o R 96 R
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Sekil 1.40. Piridin acil silfonamid tiirevleri sentezi

Alexie et al. (2009) c¢alismalarinda Fe (IIT) veya Mo(VI1)’iin sidereforlarini
biyomimetik analog olarak kullanilabilecek yeni bir ligand (amid-fenolat) N2 N°-bis-
(4-hidroksifenil) piridin-2,6-dikarboksamit sentezlemislerdir (Sekil 1.41). Yeni
sentezlenmis bilesiklerin (gram-pozitif olarak) Staphylococcus aureus'a karsi (gram
negatif olarak) ise E. coli ve P. Mirabilis’e kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip

oldugu, ayrica fungi turleri olarak C. albicans’a karsi antifungal aktiviteye sahip

oldugu bildirilmistir.
| X
O = O
N
HO 97 OH

Sekil 1.41. N? N®-bis -(4-hidroksifenil)piridin-2,6-dikarboksamit

Lee ve Ryu (2008) calismalarinda karboksamitlerin sterik etkisini incelemek
amactyla piridin karboksamit ligandinin alkol ortaminda perklorat katalizorliiglinde

diaminler 98 ve 6-metil-2-pikolinik asit 99 ile 1,2-diamin-4,5-dimetil benzen Cu(ll)

30



101 kompleksi sentezlemislerdir (Sekil 1.42). Calisma sonucunda 6-metil-
stibstitusyonun Cu (II) iyonlart ve komsu karbonil oksijen atomlari arasindaki
etkilesime sahip polimerik bilesikleri yapmasini da etkileyebilecegini rapor

etmislerdir.

Cu(ll)
NH HN Perklorat
Trlfenllfosflt CH3OH
H2 Piridin = N = N/CU\N/

98 99

Rl: H, CH3 5 R2: H, CH3 ) R3= H, CH3
Sekil 1.42. Ligandlarin sentezi ve Cu kompleksleri

1.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) enzimi, canli organizmalarda yaygin olarak bulunan
ve aktif bolgesinde Zn*? iyonu igeren, canlilarda Sekil 1.43’de gosterilen CO2’nin
HCOs™ ve protona hidratasyonunu tersinir olarak katalizleyen ve ¢ok sayida izoenzimi
olan bir meteloenzimdir (Supuran ve Scozzafava, 2001). Ayrica bu enzimin pH
dengesi, glukoneogenez, lre sentezi, su ve elektrolit dengesi, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon iyon transportu, hiicre buyumesi, kanser ve apoptosizi gibi bir¢ok
fizyolojik, biyosentetik ve patalojik siirecte yer aldigi bulunmustur (Supuran ve

Scozzafava 2001; Supuran et al. 2004).

CO, + H,0 H,CO4 HCO, + H*

Sekil 1.43. CO2’nin HCOg3™ ve protona hidratasyonu

CA'lar hem prokaryot hem de dkaryot canlilarda bulunur (Supuran, 2008).
Yasayan her organizmada bulunan karbonik anhidrazlar a-CA, B-CA, y-CA, §-CA, -
CA, 1-CA olmak iizere birbirlerinden farkl alt1 gen ailesi seklinde bulunmaktadirlar
(Alterio et al. 2012). Omurgalilar, mantarlar, algler, mercanlar ve yesil bitkilerin

sitoplazmalarinda ayrica bakterilerde a-CA’lar bulunur (Maren et al. 1997; Alterio et
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al. 2012). Bakteriler, algler, monokotiledon, dikotiledonlarin sitoplazmalarinda,
mantarlar ve arkealarda ise B-CA lar bulunur (Winum et al. 2010; Alterio et al. 2012).
Bitkilerde, bakterilerde ve arkealarda y-CA larin varligi tespit edilmistir. C-CA lar
yalnizca deniz diatomlarinda gézlemlenir (Xu et al. 2008; Alterio etal. 2012). Bunlarin
yani sira CO2 fiksasyonuna katki saglayan deniz fitoplanktonlari, dinoflagellata,
diatom ve klorofik prasinofiteslerde 3-CA lar ve deniz diatomlarinda ise n-CA lar yer
almaktadir (Xu et al. 2008).

Bu gen ailesinin en ¢ok ¢aligilan tiyesi a-CA enzimleridir. a-CA’lar, insan CA-
| ve CA-II izoenziminin kristal yapisi ile sigir CA-II1, yass1 formlu bir sigan CA-V ve
E. coli’ de bulunan CA formu olarak karsimiza cikan enzim tiiriidiir. Katalitik
mekanizmasi tespit edilen ve giiglii bir niikleofil davranis1 sergileyen a-CA’lar aktif
kisim 3 histidin rezidiisii ve bir su molekiil/hidroksit iyonu tarafindan koordine edilmis
bir Zn(Il) iyonu bulundurmaktadir (Lindskog 1997). inhibitér duyarlilignda ve
seciciliginde, hiicresel lokalizasyonda, doku dagiliminda ve katalitik aktivitelerinde
farklilik gosteren 16 adet a-CA izoformu vardir (Clare ve Supuran 2006). Herhangi
bir katalitik aktivite gostermeyen (i¢ CA baglantili protein (CARP) izoformu (CA VI,
X, XI) ve enzimatik aktivite gosteren 13 izoformu (CA I-1V, VA, VB, VI, VII, IX ve
X11-XIV) bulunmaktadir (Supuran 2008). CARP’lerin herhangi bir katalitik aktivite
gostermemeleri histidin proteinlerini yapilarinda bulundurmamalarindan kaynaklanir
(Supuran 2004). Karbonik anhidraz formlarindan sitolozik formda , CA I, II, 11, VII
ve CA XIII izoenzimleri bulunur. CA IV, IX, XII ve XIV izoenzimlerinin membrana
bagli, CA VA ve VB izoenzimlerinin mitokondriyel formda oldugu bilinmektedir.
Nonkatalitik formda CA VIII, X, Xl izoenzimleri ve; tukulrik gibi cesitli salgilarda da
CA VI izoenzimleri bulunmaktadir (Supuran 2008). CA XV’in katalitik aktivitesinin
diisiik oldugu ve CA 1V ile benzer 6zelliklere sahip oldugu bulunmus ve CA VIII, IX
ve XIlI izozimlerinin ise kansorojen oldugu tespit edilmistir (Nishimori 2006). a-

CA’larm hiicre i¢i yerlesimleri ve bolge kompozisyonlart Sekil 1.44°te gosterilmistir.
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Sekil 1.44. o-CA’larin hiicre i¢i yerlesimleri ve bolge kompozisyonlari

Ayrica CA sitoplazmada ¢6ziinmiis halde veya hiicre membranina bagli olarak
bulunur. CA enzimi, tiikriikk bezleri, bobrek, beyin, géz mercegi, pankreas, uterus ve
prostatta aktiviteye sahiptir. Ayrica bu enzimin 6nemli rol oynadig1 yerler; yumurta
kabugu yapiminda, bazi bocek ve bakterilerde, baliklarin solungag salgi organlarinda
ve bitkilerin fotosentetik kloroplastlar1 olarak siralanabilir (Maren 1997). CA
izoenzimlerinin doku ve organlardaki dagilimi ve fonksiyonlari Tablo 1.2°de

gosterilmistir (Hassan et al. 2013).

33



Tablo 1.2. CA izoenzimlerinin fonksiyonu ile doku ve organlardaki dagilimi

Izoenzim | Fonksiyon Bulundugu
doku/organ
CA-l Antireflii cevabi, gaz degisimi ve iyon Eritrositler,
transportu Gastrointestinal sistem
CA-II Antireflii cevabi, kemik rezorpsiyonu, akoz Hemen hemen tiim
hiimor iretimi, sperm hareketliligi, tire hicrelerde
asidifikasyonu, serebrospinal siv1
salgilanmasi, gaz degisimi ve CO2 nazal
kemosensitivitesi
CA- 11 Antireflii cevabi, yag asidi metabolizmasi, Insan embriyo
okiiler s1v1 taginimi ve homeostazi notokordu ve iskelet
kasi, Tip I kas
¢ozunebilir
proteinlerinin % 8’inde
CA-IV CO2nazal kemosensitivitesi, antireflii cevabi, | Gastrointestinal sistem,
HCO:s- reabsorbsiyonu, NH. ¢ikisi, pH Baobrek, Endotelyum,
diizenlenmesi, okiiler sivi1 iiretimi, gaz Pankreas, Tukiriok
degisimi, serebral kan akis1 bezleri, Kalp kasi, G6z
CA-VA Adipositler ve biyosentetik reaksiyonlarda Akciger, Bobrek,
piruvat karboksilaz i¢cin HCO3- saglamak Pankreas adaciklari ve
beta hucreleri
CA-VB Biyosentetik reaksiyonlar, amonyak Pankreas, Bébrek,
detoksifikasyonu Tulkuruk bezleri, Kalp
ve iskelet kasi
CA-VI pH diizenlenmesi, antireflii cevabi, Tiikiirtik, Gozyas1 ve
karsinojenlere karsi koruma, tat duyusu sit, Nazal bezler,
Gozyast
CA-VII Serebrospinal sivi tiretimi Merkezi sinir sistemi
CA-VIIlI | Fonksiyonsuz Purkinj hucreleri
CA-IX pH diizenlenmesi, hiicre adezyonu, Gastrointestinal sistem,
proliferasyonu ve farklilagsmasi, iyon Cogu kanser tiirii
transportu
CA-X Fonksiyonsuz Beyin ve merkezi sinir
sistemi, Miyelin kiliflar
CA-XI Fonksiyonsuz Beyin ve merkezi sinir
sistemi, Omurilik,
CA-XIlI pH diizenlenmesi, akéz hiimér Gretimi, Kolon, Bobrek, Prostat,
HCO3- absorbsiyonu Kanser tirleri
CA-XIIl | Bobrek, gastrointestinal kanallar ve treme Timus, Ince bagirsak,
sisteminde asit baz dengesinin saglanmasi Kolon, Dalak,
CA-XIV | HCOs absorbsiyonu, sinirlerde sinyal Merkezi sinir sistemi,

iletilmesi

Yetiskinlerde; Kolon,
Bobrek, Iskelet kasi
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CA’larin birgok formu olmasma ragmen bizim c¢alismamizda sitolozik

izoformlar1 olan CA-1 ve CA-II enzimleri ¢alisilmistir.

CA enzimlerinin bilinen formlarindan olan ve memeli kirmizi kan hiicrelerinde
bulunan (Innocenti, 2008) insan karbonik anhidraz enzimi I (hCA-1) ve insan karbonik
anhidraz enzimi Il (hCA-Il) ilk olarak saflagtirilmistir. CA-Il *nin eritrositlerde az
miktarda bulunup, yiiksek aktivite gosterdigi CA-I’in ise ¢ok miktarda olmasina
ragmen daha diisiik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Lindskog, 1997). Insanlarda
ve hayvanlarda bulunan CA enzimlerinin ortaya ¢ikarilmasi ile birlikte aktiviteleri
arastirilmaya baslanmistir.  Insan eritrosit hiicrelerinde hCA-1I ile birlikte bulunan
hCA-I izoenzimi ¢ozunebilir karakterdedir ve eritrositlerde hemoglobinden sonra en
bol bulunan proteindir (Lowe et al. 1991; Brady et al. 1991).

Solunum ile asit-baz dengesinin dlzenlenmesinde gorev alan CA-I
gastrointestinal kanal, miyoepitel htcreleri, adipoz doku, ter bezleri, silier viicut
epiteli, lens, korneal epitel, langerhans adaciklarinin alfa hiicreleri gibi farkli hiicre ve
dokularda goérulir (Yoshida, 1996; Hilvo 2005). CA-I’in prostat kanserinde (Takakura
et al. 2012) ve CA-I’in biyomineralizasyon ve yeni kemik formasyonunda (Chang et
al. 2012) onemli rol oynadigi ayrica omurilik ve sakroiliak eklemlerde anormal kemik
olusumu ile karakterize olan ankilozan spondilit hastaliginda in vitro kalsiyum
presipitasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Ferraroni et al. 2002). His64
rezidiisiiniin pKa degeri proton transferi i¢in ¢ok diisiik olan CA-1, CA-II'nin sahip
oldugu katalitik aktivitenin beste birine sahiptir (Shrivastava et al. 2014; Lowe et al.
1991; Brady et al.., 1999).

His64 rezidiisii aktif bolgeye yakin bulunan ve hizli proton transferinden
sorumlu olan (Maupin ve Voth 2007) CA-II, en yaygin bulunan CA izoenzimidir
(Leppilampi 2006). CA izoenzimleri arasinda en yiiksek turnover oranina sahiptir
(Silverman ve McKenna, 2007). CA-II, sodyumun goze tagmmasinin primer
transportunda rol oynar ve intraokiiler basincin diizenlenmesine yardimci olur
(Wistrand et al. 1986). Yag asidi ve amino asit sentezine de katilan, bir¢ok biyolojik
stvinin Uretiminde yer alarak HCOsz™ salinimini saglayan CA-II, ayni zamanda
bikarbonat/klorit tastyicilarinin anyon degistiricileri ile fonksiyonel ve fizyolojik

olarak etkilesime girmektedirler (Leppilampi 2006).
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CA-I ve CA-II izoenzimlerinin aminoasit dizilisleri ve ii¢ boyutlu yapilari
arastirilmis ve aktiviteleri yoniinden farklilik gdsteren bu enzimlerin ii¢ boyutlu
yapilar1 yoniinden biiylik olglide benzerlige sahip olduklari belirtilmistir (Tashian et
al. 1983; Deutsch, 1997). CA-Il molekilinin ii¢ boyutlu yapist Sekil 1.45°de

gosterilmistir.

Sekil 1.45. CA-II izoenziminin ii¢ boyutlu yapis1

1.3.1. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

CA enziminin kesfedilmesinden sonra katalitik mekanizmasinin nasil oldugu
ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (Lindskog ve Silverman, 2000; Davis et al. 2010).
Bu calisma sonuglarma goére, CA enziminin metabolizmada son derece Onemli
ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Bu 6zellikler, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi,
uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun stire bekletilebilmesidir (Lindskog
ve Silverman, 2000). Enzim kinetigi hakkinda hCA-II iizerinde yapilan spesifik
bolgedeki degisiklik ve X-Ray kristallografisi ¢aligmalarinda da katalitik mekanizma
oldukga ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmistir. Sekil 1.46°da CA enziminin kataliz

mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1.46. Karbonik anhidraz enziminin kataliz mekanizmasi

CA Ug adet histidin (His) rezidisu, su (H20) molekuli veya hidroksit (OH)
iyonu tarafindan koordine edilir. Bu molekiiller CA’in Zn*? iyonu Uzerine etki ederek,
katalitik aktivitenin ve inhibisyonun diizenlenmesinde rol oynarlar (Davis 2010). Zn
bagli H20, Glu-106 nin karboksilat grubuna sirayla koprii olusturan Thr-199 un
hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu tutunur ve Zn baglhh H20
molekiiliiniin niikleofilitesini arttirarak molekiiliin niikleofilik atak i¢in uygun bir
yerdeki CO2’e dogru hareket etmesini saglar (Supuran ve Scozzafava 2001). Zn (1)
iyonuna baglanan bikarbonat iyonu olusur ve HCO3™ iyonu bir su molekuliyle yer
degistirirerek ¢ozeltiye gecer. Su molekiilii Zn*? iyonuna baglanir ve enzimin asit
formuna doniigsmesini saglar (Stams et al. 1998). Sekil 1.47°de CA baglama bdlgesinin

gosterimi verilmistir (Alterio et al. 2012).
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Sekil 1.47. CA-ll baglama bolgesinin gdsterimi

1.3.2. Karbonik anhidraz inhibitorleri (CAI)

CA izoenzimlerinin birgok hastalikla olan iligkisinin arastirilmast ve
aktivitesinin oldugunun kesfinden sonra bu enzimlerin, ila¢ endiistrisinde énemli bir
yeri olmustur (Supuran ve Scozzafava, 2007). Anti-obezite, anti-konvilsan ve anti-
timor aktiviteleri olan CAI ditretik ve anti-glokom ajanlari olarak kullanilmaktadir

(Aggarwal ve McKenna, 2012).

CAI enzimin aktif bolgesinde katalitik Zn+2 iyonuna kendini baglar ya da
metal iyonu ile direkt etkilesime girmeyip aktif bolgeye baglanma yaparlar. Zn+2
iyonuna baglanan inhibitorler iiratlar ve hidroksamatlar, merkaptofenoller, metalle
kompleks olusturan anyonlar ve siilfamat-stlfamit gibi biyoizoesterleri ile
stlfonamidler olarak karsimiza c¢ikar (Alterio et al. 2012). CAIl beraberinde
istenmeyen yan etkiler ortaya cikarabilir. Buna engel olabilmenin bir yolu spesifik

izoenzimleri inhibe eden inhibitorler dizayn etmektir (Brynda et al. 2013).

Aromatik ve heteroaromatik sulfonamidler CA’nin en gii¢lii organik
inhibitorleridir. Dokularda bulunan CA izoenzimlerinin inhibe olmasi i¢in ihtiyag
duyulan siilfonamid tiirevleri sentezlenmis ve bir¢ok hastalifin tedavisinde

kullanilmistir (Roughton ve Booth, 1946).
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Stilfonamid tirevleri deprotonlanmis siilfonamid nitrojeninin katalitik Zn*?
iyonuna baglanmasi ve siilfonamidde bulunan iki hidrojen baginin Thr199 rezidiisii ile
koordine edilmesiyle ¢alistirilir. Ayrica stilfonamidde bulunan R grubu aktif bélgenin
hidrofobik veya hidrofilik bdlgeleriyle etkilesim kurabilir (Alterio et al. 2012).
Stlfonamidlerin CA-I1 icin Ki degerleri genelde 107 ile 101° M arasinda degisir. CA
icin stlfonamidlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi; sekil 1.48°de verilen denkleme
gore kolaylikla iyonik yapi1 kazanmalaridir. Stilfonamidlerin bu 6zelligi CA enzimi

uzerindeki inhibisyon etkisi i¢in son derece 6nemlidir (Roughton ve Booth, 1946).
R—SO,NH, ==————= R-SO,NH  + H'
Sekil 1.48. Siilfonamidlerin iyonik yap1 kazanmasi

Antimikrobiyal etkinligi olmayan ve 1954’ten beri kullanilan sentetik
stilfonamid tdrevlerinden biri de geri doniisiimlii ve giiglii bir karbonik anhidraz
inhibitord olan asetozolamid bilesigidir (Doganay, 2007). CAIl yiiksek derisimlerde
bulundugu dokularda, kirmizi kan hiicrelerinde ve bobrek korteksinde bu enzime
asetazolamid kuvvetli bir sekilde baglanir (Singla et al. 2002). Idrarm hacmini artiran
ve idrar1 alkali hale getiren asetazolamid, idrarla birlikte atilan bikarbonat, Na* ve K*
tyonlarinin miktarlarini arttirirken, kloriir iyonunun miktarinin azalmasina sebep olur
(Supuran, 2008; Taskesen, 2002). CA inhibitorii olan asetazolamid klinik olarak
glokom tedavisinde, intraokiiler basinci diisiirmek icin ve yiikseklik hastaliklarinda

kullanilir (Imtaiyaz, 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sulfonamidler

Silfonamidler hakkinda, sahip olduklar1 kemoterapétik etkinlikler nediniyle
genis bir alana yayilmis ¢ok sayida arastirma gergeklestirilmistir. Sulfonamidler
sadece antibakteriyeller degil, aynm1 zamanda c¢ok cesitli biyolojik aktiviteler
gosterirler. Silfonamidlerin biyolojik aktivite gosteriyor olmasi ilag endiistrisi
acisindan 6nemli goriilmiis ve organik olarak sentezlenmelerine yonelik ¢alismalari
artirmistir. Siilfonamidler antibakteriyel, antimalaral, antimikotiklerin, antikanser,
antidiyabetik, antiviral, antimigren ve antileprotik ajanlar olarak ¢aligmalarda

karsimiza ¢ikmaktadir.

Siilfonamidler ve tiirevleri antibakteriyel ajan olarak dnemli rol oynamaktadir.
Ancak bakterilerin sulfonamidlere karsi direng kazanmasi antibakteriyel aktivite
gosteren farkli sulfonamid tiirevlerinin sentezlenmesine yonelik c¢aligsmalari
hizlandirmistir. Gadad et al. (2000), yaptiklar1 ¢aligmada Vilsmeier-Haak reaksiyonu
ile sentezledikleri stilfonamid tiirevinin E. coli hem de S. aureus karsi, stilfametoksazol
ve norfloxacininkine benzer yiiksek diizeyde bir antibakteriyel aktivite gosterdigi

sonucuna ulagmislardir.

Geng vd (2008) calismalarinda sentezledikleri stlfonamid tdrevlerinin
antimikrobiyal etkilerini incelemisler ve S. Aureus’e karsi [N-(2-hidroksi-4-nitro-
fenil)-4-metil-benzensiilfonamid] ve [N-(2-hidroksi-5-nitro-fenil)-4-metil-
benzensilfonamid]  bilesiklerinin  giiclii ~ inhibasyon  etkisi  gosterdigini
gozlemlemislerdir. Ayrica [N-(2-hidroksi-4-nitro-fenil)-4-metil-benzensulfonamid]
tirevinin methicillin direngli S. Aureus 'e karsi oksasilin antibiyotiginden daha yiiksek

etki gosterdigini belirtmislerdir.

Antienflamatuar, analjezik, antikanser ve antiviral aktiviteleri bilinen tiyazol
ve benzotiyazol barindiran siilfonamid tiirevleri de dikkat ¢ekmistir ( Kamal et al..
2015; Gjorgjieva et al.. 2018). Bu tirevlerin antibakteriyel ve antifungal etkileri

arastirilmistir. Benzotiyazol barindiran siilfonmaid tiirevi Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. Benzotiyazol stilfonamid tlrevi

Alyar (2009) yaptig1 ¢alismasinda distlfonamid tirevlerini 104 sentezlemis ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir. Calismada yeni aril distilfonamid tirevleri
(Sekil 2.2) sentezlenmis ve bu bilesiklerin in vitro ortamda antimikrobiyal aktiviteleri,
hem mikrodilisyon hem de disk difiizyon yontemi ile Gram-pozitif (Bacillus cereus,
S. Aureus, Bacillus magaterium) ve Gram-negatif (Salmonella enteritidis, E. coli)
bakterilerine kars1 belirlenmistir. Calisma sonucunda sentezlenen bilesiklerin Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakterilere kars1 genis spektrumlu aktivite gosterdigi ancak
Gram-negatif bakterilere karsi Gram-pozitifler bakterilerin daha fazla aktivite
gosterdigi bulgusuna ulagilmistir. Ayrica sentezlenen tiirevlerin B. magaterium

bakterisine kars diisiik aktiviteye sahip oldugu sonucu ortaya ¢ikmuistir.

0
11

2 ROS-CI + HyN—(CHy),—NH,
1
0

102 103

j THF
<|3| 0
I
0 O

104
R= CH3, OCHj
n:2,3,4,5

Sekil 2.2. Aril distilfonamid tiirevleri sentezi

Kanser tedavisi ¢alismalarinda da stlfonamid tlrevlerinin énemli etkilerinin
oldugu bulunmustur. Stlfonamidlerin in-vivo olarak antikanser aktivite gosterdigi
yapilan ¢alismalarla onaylanmistir (Guianvarc h et al. 2004). Bu etkiyi arastiran Sapna

Rani ve Kumar (2014), antikanser etkilerine sahip in-silico kaynaklar1 araciligiyla on
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iki yeni sulfonamid tirevi dizayn etmislerdir. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(NCBI) web sitesi ve Protein Veri Bankasi (PDB) web sitesi alic1 kaynaklari olarak
kullanilan ¢alismada, siilfonamid tdrevlerinin geometrisini tasarlamak ve optimize
etmek icin AutoDock Vina molekiiler yerlestirme yazilimi kullanilmistir. PaDEL
yazilimi ile tanimlayict hesaplamalar yapilmistir. Dizayn edilen sllfonamid
tirevlerinin (Sekil 2.3) antikanser aktivitesi igin insan topoizomeraz Il'nin iyi

inhibitorleri oldugu sonucuna ulasilmistir (Sapna Rani ve Kumar, 2014).

O\\ Y

0] O
S.
NH,

\ 7/

O
AT
o o
105 106
Sekil 2.3. Dizayn edilen siilfonamid tiirevlerinden bazilari

Becheker et al. (2014), calismalarinda dort N-(fenil)-sulfonamid tlirevi in vitro
antibakteriyel etkinligini aragtirmislardir. Biitiin bilesiklerin antibaktireyel aktivite
gosterdigi ve sentezlenen bilesiklerden 107 daha etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu
etkinin elektron veren ve ¢eken gruplarin varligi, biiyiikliigii ve molekiiliin sekline
bagli oldugunu vurgulamislardir. Ayrica sentezlenen 107-110 bilesiklerinin, yenilikci
ilaglara acil ihtiyag duyulmasina yanit olarak Umit verici bir antibakteriyel etki

gosterdigi sonucuna ulagsmiglardir (Sekil 2.4).
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O O ()/, \\O
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N-(4-metoksifenil) sulfonamid N-(3-fluorofenil) sulfonamid
H
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HN\ /NHZ
109 110 S
o ©
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Sekil 2.4. N-(Fenil)-sulfonamid tirevleri
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Bulbal vd (2002) c¢alismalarinda 5-amino-l,3,4-tiadiazol-2-stlfonamid
tirevleri sentezlemis (Sekil 2.5) ve bu bilesiklerin insan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA-1 ve 1l) (zerindeki inhibisyon etkileri in vitro olarak
arastirmiglardir. Calismada inhibitor sentezi i¢in gerekli anahtar bilesik 2-amino-
1,3,4-thiadiazole-5-sulfonamid asidik hidrolizle hazirlanmistir.  Elde edilen
bilesiklerin ICso degerleri belirlenmis ve bilesiklerin inhibitor etkileri asatelozamid ile
karsilastirilmistir. En aktif bilesikler icin, inhibisyon sabitleri hCA-Il icin ICso
degerinin 66 nM hCA-I icin ise 150 nM oldugunu belirlenmistir. ICso degeri 2600 nM
olan asetolazamide kars1t hCA-1 ve hCA-II degerlerinin yaklagik sirastyla 17 ve 39 kat
daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir. Calisma sonucunda 6zellikle in vivo veriler,
kolan halka Uzerinde trihidroksi- ve triketon gruplarmin varliginin = diger

slibstitlientlerden daha iyi inhibisyon etkisi ile sonuglandigini géstermistir.

N-N
N/<S>\SOZNH2
H

Etil kloroformat,
N-metilmorfolin

THF

111 112
R;= H, OH
R,= H, OH

Sekil 2.5. 5-Amino-I,3,4-tiadiazol-2-sllfonamid turevleri sentezi

2.2. Karbonik Anhidraz Inhibitorleri (CAI)

Sentezlenen silfonamid bilesiklerinin CA izoenzimleri iizerine inhibisyon
etkileri arastirilmistir.  SUlfonamidlerin CA inhibitori oldugunu ispatlamak igin
aragtirmalar in vivo ve in vitro olarak yapilmistir. CA inhibitdrleri uzun yillardir
antiglokom tedavisinde kullanilmaktadir. Fakat ortaya ¢ikan yan etkilerinden dolayz,
poplleritesi azalmistir (Kaur et al. 2002). Yapilan calismalarda da glokom
hastaliginin (korliige sebep olan bir hastalik) tedavisinde kullanilan ilaglarin bircok
yan etkisi oldugu goriilmiis ve bu ilaglarin yan etkilerini azaltacak ila¢ etken maddeler
sentezlenmeye baslanmistir. Sentezlenen bu maddelerin inhibisyon etkileri, g6z
epitelyumunda bulunan hCA-I11 iizerinde arastirilmistir (Supuran ve Scozzafava 2001;
Bulbul vd 2002; Kaya vd 2011, 2012). Chazalette et al. (2004)’te ¢alismalarinda
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sentezlenen aromatik sulfonamid inhibitorlerinin karbonik anhidraz izoenzimleri olan
hCA-I ve hCA-II {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Asetamido, 4-kloro-benzoil,
valproil, tetra ve pentafluorobenzoil kisimlarini igeren yeni siilfonamidler, hCA-I

uzerinde oldukca gucli inhibitorler olarak etki géstermistir.

Terzi (2015), yapmis oldugu tez ¢alismasinda benzotiyazol grubu igeren 14
adet sekonder siilfonamid tiirevi sentezlemis ve CA-I, CA-Il, CA-1X, CA-XII lizerine
olan inhibisyon etkilerini incelemistir. CA-I ve CA-Il icin en etkin inhibisyonu
gosteren bilesik 113 (N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-4-metil-benzensilfonamid)
bilesigi olarak tespit edilmistir (Sekil 2.6). Sentezlenen diger bilesiklerin ise CA-1X
ve CA-XII izoenzimleri tzerinde CA-I ve CA-II"ye gore daha etkili bir inhibisyon

etkisi gdsterdigi sonucuna ulagilmastir.

H

H3C N O”
\ -
>—NH ﬁOCH3
S 0

HsC
113

Sekil 2.6. Sentezlenen N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-4-metil-benzensulfonamid

yapisi

Yapilan calismalarda sentezlenen sulfonamidlerin yani sira bunlarin ligant
kompleksleride sentezlenmis ve CA izoenzimleri {izerine inhibisyon etkileri
incelenmistir. Parlakglimiis (2014), yapmis oldugu calismasinda metansiilfonik asit
hidrazit ile 2-asetilfuranmetanstlfonilhidrozon, 2-furaldehitmetanstlfonilhidrazon, 5-
nitro-2-furaldehitmetansiilfonil hidrazon bilesiklerini ve furan siilfonilhidrazonlarin
Cu(Il) komplekslerini sentezlemistir. Sentezlenen Cu(ll) komplekslerinin hCA-I
izoenzimine kars1 daha fazla inhibisyon etkisinin oldugunu ve 6zellikle NO2 grubu
iceren Cu kompleksinin (Sekil 2.7) asetozalamid bilesigine yakin bir aktivite

gosterdigi sonucuna ulagmistir.
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Sekil 2.7. Cu(Il) kompleks bilesigin yapisi

2.3. Piridin-2,6-Didarboksamid

Yapilan ¢alismalar ile heterosiklik bir molekil olan piridin ve Schiff bazi
tdrevlerinin, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve antikanser ajanlar oldugu ve gesitli
biyolojik aktivitelere sahip olduklari gosterilmistir (Attia et al. 1995; Abou-Ghalia ve
Amr, 2004; Bayrak vd 2009; Tozkoparan vd 2007; Labanauskas et al. 2004).

Al-Omar et al. (2010) yaptiklari ¢alismada 2,6-bis-karboksamid tlrevlerini
%68-85 verimle sentezlemis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri
incelemislerdir. Baslangigta L-Alanin veya 2-metilalanin metil esterleri 2,6-
piridindikarbonil dikloriir 115 ile birlestirilmis ve 2,6-bis-karboksamid piridin metil
esterleri 117 elde edilmistir. Sonrasinda 117 saf etanolde hidrazin hidrat ile reaksiyona
girerek 2,6-bis-hidrazitleri 118 elde edilmistir (Sekil 2.8). Elde edilen bilesiklerin
cogu, referans antibiyotik ilaclar olarak kullanilan, streptomisin ve fusidik asit ile

karsilagtirilabilir 6nemli antimikrobiyal aktivite sergiledigi sonucuna varilmaistir.
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Sekil 2.8. Piridin tiirevi sentez mekanizmast

Kumar ve Gupta (2016) yaptiklari ¢alismalarinda piridin-2,6-dikarboksamid
yapi tagina dayanan iskelelerini metal komplekslerinin tipine ve uygulamalarina gore
siiflandirarak sunmuslardir. Calismada verilen 6rnek yapi iskeleleri Sekil 2.9°da
gosterilmistir. Bu drneklerin, piridin-2,6-dikarboksamid esasli yapr iskelelerinin genel
olarak sentetik kimyada 6zel olarak koordinasyon kimyasindaki 6nemini dogruladigini

rapor etmiglerdir.
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Sekil 2.9. Piridin-2,6-dikarboksamid iskelet yapisina dayanan bazi molekiiller

Abo-Ghalia ve Amr (2004) c¢alismalarinda yeni bir asetillenmis
siklopentapeptid olan Cyclo-(N*-dipicolinoyl)-bis-[L-Leu-DL-Nval]-L-Lys OMe
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(126) bilesigini sentezlemis (Sekil 2.10) ve sitotoksik aktivitesini degerlendirmislerdir.
Sitotoksik aktivitenin degerlendirilme islemi Ulusal Kanser Enstitlisi (NCI) tarafindan
gerceklestirilmis ve NCIH460, (Akciger), MCF7 (Gogiis) ve SF-268 (CNS) olmak
lizere ii¢ hiicre hattim1 igermistir. Her test ajani i¢in sonuglari, islenmemis kontrol
hiicrelerine kiyasla tedavi edilen hiicrelerin biiyiime yiizdesi olarak rapor etmislerdir.
Sentezlenen bilesigin hiicre gizgisinin blylme ytzdesinin sitotoksik aktivite agisindan

olumlu oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 2.10. Cyclo-(N*-dipicolinoil)-bis-[L-Leu-DL-Nval]-L-Lys OMe sentezi
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2.4. Calismanin Amaci

Heterosiklik bir molekul olan piridin tiirevleri {izerine yapilan arastirmalar, bu
bilesiklerin antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve antikanser gibi cesitli biyolojik
aktivitelere sahip olduklarini gésterilmistir. Aymi sekilde siilfonamid yapisina sahip
bilesiklerinde giiclii biyolojik aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile
bulunmustur. Klasik siilfonamid tiirevlerinde amino grubunun benzen halkasinin para-
konumunda oldugu goriilmekle beraber, halka {izerinde baglanan gruba, pozisyonuna
ve sayisina bagli olarak bijolojik aktivite tiiriiniin ve etki giiciiniin degistigi ¢alismalar
sonucunda belirlenmistir. Bir diger bilimsel ger¢ek hastaliklara sebep olan ajanlarin
bu yapilara direng gelistirmesi nedeniyle farkli siilfonamid tiirevlerine duyulan

ihtiyactir.

Yukarida agiklanmaya calisilan nedenlerden dolayi, ¢alismamizada benzen
halkasi tizerinde degisik gruplar igeren siilfonamidlerin piridin-2,6-dikarbonil diklorur
ile reaksiyonu sonucu piridindikarboksisulfonamid trevlerini sentezlemeyi ve sahip

olduklar1 biyolojik aktivite dzelliklerini incelemeyi hedefledik.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Organik sentez ve CA inhibisyonu deneyleri icin tim kimyasallar (Piridin-2,6-
dikarbonil diklorir, 4-aminobenzensulfonamid, 3-aminobenzensilfonamid, 4-(2-
aminoetil)benzensilfonamid  ve  4-amino-6-klorobenzen-l,3-distlfonamid)  ve
reaktifler ticari olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmis ve herhangi bir
saflagtirma islemi yapilmadan kullanilmistir. Tim ¢oziiciiler Merck'ten satin

alinmistir. Sentezlenen tiim bilesikler, -20 °C’de depolanmustir.

Reaksiyon takibi aliiminyum destekli Merck silika jel 60 F254 plakalar
kullanilarak ince tabaka kromatografisi (TLC) ile yapilmistir. TLC plakalarindaki
bilesikler UV 15181yla gézlenmistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan CNBr aktif sefaroz 4B, diyaliz torbasi, standart
serum albimin ve sodyum bikarbonat Sigma-Aldrichten; trihidroksi-
metilaminometan (Tris), sodyum klortr, hidroklorik asit, sodyum asetat, potasyum
fosfat, potasyum asetat, coomassie brillant blue G-250 ve gerekli diger kimyasallari
Merck AG’den satin alindi. Calismalarimizda kontrol grubu olarak Asetazolamid

kullanilmigtir. Asetazolamid ticari olarak Sigma-Aldrich dan temin edilmistir.

3.1.2. Kullamilan cihazlar

Erime noktalar1 Stuart Melting Point Meter SMP30 cihazi kullanilarak
Olgtilmiistiir. Infrared (IR) spektrumlart Thermo Nicolet iS10 FT-IR spektrometresi
kullanilarak kaydedilmistir.

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopi deneyleri 400 MHz'de (*H
icin) ve 100 MHz'de (*3C igin) calisan Varian Unity 400 spektrometresinde almmustir.
Bilesikler dimetil siilfoksitte (DMSO-ds) c¢oziilerek spekturum  kayitlart
gerceklestirilmistir. Tiim kimyasal kaymalar ppm cinsinden ve etkilesme sabitleri Hz

cinsinden verilmistir.
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Santrifirtzleme igin Hermle Z 323 K, pH olgumleri igin bir Schott pH-Meter
CG840 cihazlart kullanilmistir. Spektrofotometre analizleri Thermo Scientific

Evolution 200 Serisi UV-Vis spektrofotometrede yapilmustir.

3.2. YOntem
3.2.1. Sulfonamid ttrevlerinin genel sentezi

Calismanin ilk asamasinda stlfonamid tirevleri Sekil 3.1°de verilen sentez
yontemine gore elde edilmistir. Silfonamid reaktifleri (5.25 mmol), 15 ml
aseton/CH2Cl; (30:70)’de ¢oziildii ve lizerine 20 ml aseton/CHCl; (30:70)’de ¢6ziilen
piridin-2,6-dikarbonil diklorir (2.5 mmol) maddesi damla damla ilave edildi.
Reaksiyon karigimi TLC ile kontrol edilip, baslangi¢ maddesi tamamen bitinceye
kadar reaksiyon devam ettirildi. Reaksiyon oda sicakliginda 12-18 saat karistilip, TLC
kromotografisi kulanilarak takip edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ¢dziicii,
rotary evaporatdr kullanilarak yar1 hacime kadar uguruldu. Siiziiliip saf suyla yikanan

cokelti, aseton / heksan ¢dzticu sisteminde kristallendirildi.
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Sekil 3.1. Stlfonamid turevlerinin genel sentez yontemi
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3.2.1.1. N2 N®-bis-[4-(aminosulfonil) fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128)

H | H
N P N
N
o o
H,NO,S SO,NH,

128 nolu molekdl, piridin-2,6-dikarbonil  diklordr 127 ve 4-
aminobenzensilfonamid 132 reaktiflerinden genel sentez kullanilarak hazirlandi. 128,
beyaz kristaller halinde % 76 verimle elde edildi. Erime noktasi: 347-349 °C; IR vmax
(saf, cm™): 3321 (N-H gerilme), 1674 (C=0), 1339 (SO asimetrik gerilme), 1155 (SO
simetrik gerilme); *H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8n: 7.36 (4H, s, NH2), 7.91 (4H, d,
J =8.8 Hz, Ar-H), 8.15 (4H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 8.36 (1H, m, pyr-para), 8.46 (2H,
d, J = 7.6 Hz, pyr-meta), 11.29 (2H, s, NH); 3 C-NMR (75.5 MHz, DMSO-ds) &c:
120.5, 125.8, 126.6, 139.4, 140.2, 141.0, 148.5, 162.0.

3.2.1.2. N?,Né-bis-[3-(aminosulfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129)

X
H | H
N N

H,NO,S N/ SO,NH;
10N

129 nolu molekdl, piridin-2,6-dikarbonil  diklorir 127 ve 3-
aminobenzensilfonamid 133 reaktiflerinden genel sentez kullanilarak hazirlandi. 129,
beyaz kristaller halinde % 74 verimle elde edildi. Erime noktasi: 310 °C’de bozundu;
IR vmax (saf, cm™): 3311 (N-H gerilme), 1669 (C=0), 1333 (SO, asimetrik gerilme),
1154 (SO2 simetrik gerilme); *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &u: 7.50 (4H, br. s,
NH>), 7.68 (2H, s, Ar-H), 7.69 (2H, s, Ar-H), 8.13 (2H, m, Ar-H), 8.34 (1H, m, pyr-
para), 8.46 (2H, d, J = 7.6 Hz, pyr-meta), 8.55 (2H, s, Ar-H), 11.35 (2H, s, NH); *C-
NMR (75.5 MHz, DMSO-de) oc: 117.9, 121.5, 124.1, 125.7, 129.5, 138.5, 140.1,
144.7,148.6, 162.1.
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3.2.1.3. N?,N®-bis-[4-(aminosulfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit (130)

X
H | H
N

~ N
N
o) o)
SO,NH,

H,NO,S

130 nolu molekdl, piridin-2,6-dikarbonil  diklorir 127 ve 4-(2-
aminoetil)benzenstlfonamid 134 reaktiflerinden genel sentez kullanilarak hazirlandi.
134, beyaz kristaller halinde % 70 verimle elde edildi. Erime noktasi: 248-250 °C; IR
vmax (saf, cm™): 3353 (N-H gerilme), 1660 (C=0), 1339 (SO asimetrik gerilme), 1155
(SO; simetrik gerilme); *H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 1: 2.98 (4H, t, J = 7.2 Hz,
CHy), 3.62 (4H, distorted g, J = 7.2 and 6.1 Hz, CH>), 7.32 (4H, s, NH>), 7.46 (4H, d,
J=8.4 Hz, ArH), 7.76 (4H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 8.18 (1H, m, pyr-para), 8.24 (2H, m,
pyr-meta), 9.32 (2H, t, J = 6.1 Hz, NH); 3C-NMR (75.5 MHz, DMSO-ds) dc: 35.6,
40.8, 125.9, 126.4, 129.8, 140.5, 142.8, 144.2, 150.0, 163.6.

3.2.1.4. N?N¢-bis-[5-kloro-2,4-(diaminosulfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(131)

D

cl
N
o) o)
H,NO,S SO,NH, H,NO,S

SO,NH,

131 nolu molekil, piridin-2,6-dikarbonil diklorir 127 ve 4-amino-6-
klorobenzen-1,3-distlfonamid 135 reaktiflerinden genel sentez kullanilarak hazirlandi.
131, beyaz kristaller halinde % 72 verimle elde edildi. Erime noktasi: 295-297 °C; IR
vmax (saf, cm™): 3351 (N-H gerilme), 1661 (C=0), 1333 (SO asimetrik gerilme), 1157
(SO2 simetrik gerilme), 722 (C-Cl); *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &n: 7.77 (4H, s,
NH>), 7.80 (4H, s, NH>), 8.40 (1H, m, pyr-para), 8.44 (2H, m, pyr-meta), 8.47 (2H, d,
J=1.2 Hz, Ar-H), 8.57 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 11.48 (2H, s, NH); 3C-NMR (75.5
MHz, DMSO-ds) o6c: 125.7, 126.7, 130.0, 132.1, 135.3, 137.1, 138.4, 141.6, 148.7,
162.7.
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3.2.2. Sulfonamid turevi olan bilesiklerin 1Cso degerleri saptanarak CA-
I ve CA-11 izoenzimleri tzerindeki inhibisyon etkilerinin incelenmesi

Calismanin ikinci agsamasinda ise siilfonamid turevlerinin (128-131) CA-I ve
CA-Il enzimleri Uzerindeki etkisi incelenmistir. h CA- | ve Il enzim aktiviteleri (zerine
128-131 nolu sulfonamid tirevlerinin inhibisyon etkilerini belirlemek amaciyla bu
maddelerin stok ¢ozeltileri hazirland1. Bu ¢6zeltilerden degisik konsantrasyonlar da
¢ozeltiler hazirlanarak insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz enziminin
aktivitesi Uzerine etkileri arastirilmis ve molekdllerin 1Cso degerleri tespit edilerek ilag
potansiyellerine sahip olduklari tespit edilmistir. Sentezlenen ICso degerlerine ait

grafikler arastirma bulgularinda verilmistir.

3.2.3. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

Insan kan1 Agr1 Devlet Hastanesi Kan Merkezi’nden temin edildi. Santrifij
tiiplerine konulan taze kan santrifiije yerlestirilerek 15 dakika 2500xg’de santrifiij
edildi. Islem sonrasinda damlalik yardimiyla santrifiijden cikarilan tiiplerin {ist
kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi alindi. 0,154 M (izotonik) NaCl ¢ozeltisi
ile tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti li¢ defa yikandi. Hacimlerinin yaklasik 5 kati
buzlu hemoliz ¢ozeltisi ile eritrositler hemoliz edildi. Hemolizat +4 °C’de 20.000 g’de
30 dakika santriftlj edilerek icindeki eritrosit hiicre zarlar1 uzaklastirildi. Daha sonra
istte kalan hemolizat dikkatli bir sekilde damlalikla alind1 ve arta kalan c¢okelek
atilarak hemolizat elde edilmis oldu (Hunaiti ve Soud 2000).

3.2.4. Karbonik anhidraz enziminin aktivitesinin tayini

CA enzimi iizerinde yapilan kinetik ¢aligmalar i¢in aktivitesi dl¢iimleri, CA
enziminin esteraz aktivitesi gostermesi esasina dayanan esteraz yontemi ile yapildi. Bu
yontem CA enziminin p-nitrofenil asetat1 hidrolizleyerek p-nitrofenole doniistiirmesini
pirensip alir. p-Nitrofenol maddesi 348 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. (e 348= 5x10= Mt cm™) (Verpoorte et al. 1967). Karbonik anhidraz
enziminin aktivite Ol¢imiinde kontrol ve numune kiivetinin hazirlanmasinda

kullanilan kimyasal maddeler ve miktarlar1 sirasiyla Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Insan eritrosit CA enziminin aktivite élciim kiivet icerigi

Kontol kiiveti Numune kiveti
Stok aktivite Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
cozeltileri (ul) y (ul) y
0.5MTris-SOs | 900 | 002 M Tris-SO4 | 200 | 0,02 M Tris-SOs
pH: 7,4
3 mM p-nitrofenil 350 1,0 mM p- 330 1,0 mM p-
asetat nitrofenil asetat nitrofenil asetat
Su 380 - 450 -
Enzim numunesi - - 20 -

Deneyde kullanilacak p-nitrofenil asetatin giinliik taze olmasma 06zen
gosterildi. p-Nitrofenil asetat c¢ozeltisi (3 mM); 13,5 mg kati p-nitrofenil asetat
tartilarak 0,5 ml aseton i¢inde ¢oziildii ve 24 ml saf suya yavas yavas karistirlarak

hazirlandi.

3.2.5. Afinite kromatografisi jelinin hazirlanmasi

Ticari olarak alinan CNBr-Aktive Sepharose-4B 6nce saf su sonrasinda 0,05
M Tris-SO4 pH: 8,0 tampon ¢ozelti ile yikandi. Daha sonra ayni tampon igine alinip
uzanti kolu olarak tirozin baglandi. Uzanti kolu eklenmis matrikse diazolanan
stlfanilamid kenetlendirildi. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin spesifik ve
dontistimli  inhibitdrd olan silfanilamid, afinite jelinin yapisina girerek CA
enzimlerini yiikksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi (Pocker ve Sarkanen

1979).

Aktif Sepharose 4B matriksi 25 ml saf su i¢erisine alinip lizerine 200 mg tirozin
eklendi ve tirozinin fazlasini uzaklastirmak igin jel 500 ml saf su ile yikandi. Son
olarak, 100 ml 0,2 M NaHCOs (pH: 8,7) tamponu igerisine alinarak yikama islemi
tekrarlandi. Tirozin baglanmis jel ayni tampondan 40 ml ilave edilerek behere alindi.
Sonrasinda 50 mg siilfanilamit, yaklasik 0°C’lik 1 M 10 ml HCI ¢6zeltisine eklenerek
¢ozuldu ve igerisinde 150 mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, siilfanilamid
cOzeltisine yavas yavas ilave edildi. Yaklasik 10 dakika slren reaksiyondan sonra
diazolanmig olan silfanilamid ¢ozeltisi 40 ml Sepharose-4B-tirozin karisimina ilave
edildi. Karigima 1 M’lik NaOH ilave edilerek pH degeri 9,5°a ¢ikarilarak sabit tutuldu
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ve oda sicakliginda 3 saat siireyle yavasga karismaya birakildi. Daha sonra karigim 1
litre saf su ve 200 ml 0.05 M Tris-SOa4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi. Yikandiktan
sonra Uzerine 20 ml ayni tampondan ilave edilerek buzdolabinda +4°C’de saklandi
(Sentiirk vd 2011).

3.2.5.1. Afinite kolonunun paketlenmesi

100 mI’lik bir silifli ve boyunluklu erlenin igerisine pH: 7,8 olan 50 ml Tris-
HCI tamponu konuldu. Sonrasinda daha once hazirlanan Sepharose-4B-tirozin-
stlfanilamid afinite jeli tamponun icine dokilerek siispanse edildi ve su trompu
yardimi ile vakumlanarak jelin havasi alindi. 1x20 cm’lik kapali sistem sogutmali cam
kolona havasi alinan afinite jeli, dikkatlice paketlendi. Kolona paketlenen afinite
jelinden peristaltik pompa kullanilarak sirasi ile yikama ve dengeleme ¢ozeltileri
gecirildi. Afinite kolonun dengelenip dengelenmedigi asagidan alinan eluat ile
yukaridan verilen ¢dzeltinin 280 nm’de absorbans ve pH degerlerinin esit olmast ile

belirlendi (Sentiirk vd 2011; Ekinci vd 2013).
3.2.5.2. Afinite kolonunun numune tatbiki ve eltisyonu

Kat1 Tris kolona hemolizat (pH 7,4) ile uygulandi. Sonrasinda kolon 25 mM
Tris-HCI /22 mM NaxSO4 (pH 7,4) ¢ozeltisi ile yikandi. Daha sonra 1 M NaClI / 25
mM Na;HPO4 (pH 6,3) tamponu uygulanarak hCA-I enzimi ve 0,1 M NaCH3COO /
0,5 M NaClOs (pH 5,6) gozeltisi kullanilarak hCA-11 enzimi elde edildi. Fraksiyon
toplayicilart ile 5’er ml halinde, elde edilen eluatlar tuplere konuldu. Daha sonra 280
nm’deki absorbanslarina bakildi ve peristaltik pompa yardimiyla kolonun akis hiz1 20

ml / saat’e ayarlandi (Sentiirk vd 2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. FT-IR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Elde edilen dikarboksisulfonamid bilesiklerinin IR spektrumlari alinmis, sinyal
bandlar literatiire uygun olarak ¢ikmasi gereken alanlarda gozlenmistir (Tablo 4.1).
128-131 yapisindaki dikarboksisulfonamid bilesiklerinin IR spektrumlarinda,
silfonamid grubuna ait N-H gerilme bantlar1 3311-3353 c¢cm ! aralifinda,
karboksiamid grubuna ait C=O gerilme bantlari 1660-1674 c¢cm  araliginda,
siilfonamid grubuna ait asimetrik S=O gerilme bantlar1 1333-1399 cm ! araliginda ve

simetrik S=O gerilme bantlar1 1154-1157 cm * araliginda gdzlenmistir.

Tablo 4.1. 128-131in IR spektrumlarinda gozlenen karakteristik band

araliklar
FT-IR verileri (cm™)
Bilesik N-H C=0 Asimetrik | Simetrik C-Cl
Kodu S=0 S=0
128 3321 1674 1339 1155 -
129 3311 1669 1333 1154 -
130 3353 1660 1399 1155 -
131 3351 1661 1333 1157 722
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4.1.1. 128-131in FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.1. N? Né-bis-[4-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128) IR
Spektrum

128 bilesiginden elde edilen IR spektrumunda 3321 cm™ de N-H ve 1674
cm™ de C=0 gerilme titresimlerine karsilik gelen pikler gézlenmistir. 1339 ve 1155

cm™ de SO gerilme titresimlerine ait sinyaller gézlenmistir.
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Sekil 4.2. N2 N®-bis-[3-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129) IR
spektrum

129 bilesiginden elde edilen IR spektrumunda 3311 cm™ de N-H ve 1669

cm? de C=0 gerilme titresimlerine karsilik gelen pikler gozlenmistir. 1339 ve 1154

cmt de SO, gerilme titresim sinyalleri gozlenmistir.
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Sekil 4.3. N? N°-bis-[4-(aminosiilfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(130) IR spektrum

130 bilesiginden elde edilen IR spektrumunda 3353 cm™ de N-H ve 1660 cm™
de C=0 gerilme titresimlerine karsilik gelen pikler gdzlenmistir. 1339 ve 1155 cm™

de SOz gerilme titresimlerine ait sinyaller gézlenmistir.
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Sekil 4.4. N? Né-bis-[5-kloro-2,4-(diaminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(131) IR spektrum

131 bilesiginden elde edilen IR spektrumunda 3351 cm™ de N-H ve 1661
cm™ de C=0 gerilme titresimlerine karsilik gelen pikler gdzlenmistir. 1333 ve 1157

cm™ de SO gerilme titresimlerine ait sinyali gézlenmistir.

4.2. 'H-NMR Spektrumlarimin Degerlendirilmesi

Elde edilen dikarboksisulfonamid bilesiklerine ait *H-NMR spektrumlar
DMSO-ds icerisinde alinmis ve Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de
gosterilmistir. *H-NMR  spektrumlarinda genellikle 11 ppm civarinda gézlenen
sinyaller iriiniin yapisinda bulunan karboksiamidin N-H hidrojenine ait olup, daha

yukar1 alanda gelen baslangig bilesigindeki NH> grubuna ait sinyalle yer degistirmistir.
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4.2.1. 128-131 Bilesiklerinin 'H-NMR spektrumlari
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Sekil 4.5. N? N°-bis-[4-(aminosiilfonil) fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128) H-
NMR

128 bilesinin *H-NMR spektrumu incelendiginde; & 7.36 ppm de siilfonile
bagli NHz protonlarina ait singlet ve & 7.91-8.15 ppm araliginda toplam 8 adet aromatik
proton iki dublet sinyal1 seklinde rezonans olmustur. 6 8.36-8.46 ppm arasinda piridin
halkasina bagli 3 protona ait pik grublar: gézlenmistir. 6 11.29 ppm de karboksiamidin

karakteristik N-H protonuna ait sinyal gdzlenmistir.
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Sekil 4.6. N? Né-bis-[3-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129) *H-
NMR spektrum

129 bilesinin *H-NMR spektrumu incelendiginde; & 7.50 ppm de siilfonile
bagli NHz protonlarina ait singlet ve 8 7.68-8.13 ppm araliginda toplam 6 adet aromatik
proton ile 8.55 ppm de 2 adet aromatik proton singlet seklinde rezonans olmustur. &
8.34-8.46 ppm arasinda piridin halkasina bagli 3 protona ait pik grublar1 gozlenmistir.
6 11.35 ppm de karboksiamidin karakteristik N-H protonuna ait sinyal gézlenmistir.
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Sekil 4.7. N? Né-bis-[4-(aminosiilfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit (130) *H-

130 bilesinin *H-NMR spektrumu incelendiginde; § 2.98-3.62 ppm araliginda
8 alkan proton piki gézlenmigstir. & 7.32 ppm de siilfonile bagli NH2 protonlarina ait
singlet ve § 7.46-7.76 ppm araliginda toplam 8 adet aromatik proton iki dublet sinyali
seklinde rezonans olmustur. d 8.18-8.24 ppm arasinda piridin halkasina bagli 3 protona
ait pik grublar1 goézlenmistir. 6 9.32 ppm de karboksiamidin karakteristik N-H
protonuna ait sinyal gézlenmistir. 130 molekiiliinde karboksiamide bagli N-H sinyali
diger ti¢ piridin dikarboksistilfonamid tiirevlerine gore yaklasik olarak 2 ppm daha

yukari alana kaymistir. Bunun sebebi diger tirlinlerde bu proton aromatik halkaya bagh

5.

NMR spektrum

azot tzerindeyken 130 molekiiliinde alifatik zincire bagli azot lizerindedir.
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Sekil 4.8. N? N°-bis-[5-kloro-2,4-(diaminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6 dikarboksamit
(131) *H-NMR spektrum

131 bilesinin H-NMR spektrumu incelendiginde; & 7.77 ve 7.80 ppm de
stilfonile bagli NH: protonlarina ait singletler ve 6 8.47-8.57 ppm araliginda toplam 4
adet aromatik proton rezonans olmustur. & 8.40-8.44 ppm arasinda piridin halkasina
bagli 3 protona ait pik grublari gozlenmistir. 6 11.48 ppm de karboksiamidin

karakteristik N-H protonuna ait sinyal gozlenmistir.

4.3. 3C-NMR Spektrumlarimin Degerlendirilmesi

Elde edilen dikarboksisulfonamid bilesiklerine ait *C-NMR spektrumlari
DMSO-de igerisinde alinmis ve Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de
gosterilmistir. 3 C-NMR spektrumlarinda § 170 ppm civarinda da rezonans olan ¢ikis
bilesigi 127 ye ait karbonil piki, 128-131 iiriinlerinde sirasiyla 162.0, 162.1, 163.6 ve
162.7 de beklenen drinlerin yapilarina uygun olarak daha yukar1 alanda rezonans

sinyali vermislerdir.
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4.3.1. 128-131 Bilesiklerinin 1*C-NMR spektrumlari

Sentezlenen (128-131) bilesiklerinin *C-NMR sonuglar1 ve spektrumlari

sirasiyla asagida verilmistir.
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Sekil 4.9. N? Né-bis-[4-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128) *C-
NMR spektrum
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Sekil 4.10. N? N°-bis-[3-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit

(129) *C-NMR spektrum
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Sekil 4.11. N? N°-bis-[4-(aminostilfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(130) 3C-NMR spektrum
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Sekil 4.12. N? N°-bis-[5-kloro-2,4-(diaminostilfonil)fenil]-piridin-2,6-
dikarboksamit (131) **C-NMR spektrum

4.4. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullamlan Standart Grafik

Tezin ikinci kisminda 4 adet silfonamid tlrevinin stozolik CA-l, CA-II
izoenzimleri Uzerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir. Bu bolimde her bir
inhibitoriin CA aktivitesinde yiizde (%) olarak ne kadar bir degisime sebep oldugu ve

ICso degerleri verilecektir.

Kantitatif protein tayini icin Bradford yontemi kullanilarak elde ettigimiz
enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini belirlendi. Enzim c¢ozeltilerindeki protein
tayinleri belirlendikten sonra standart grafik hazirland1 (Sekil 4.13) ve bu standart

grafikten faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi (Bradford 1976).
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Sekil 4.13. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin i¢in kullanilan
standart grafik

4.5. Saflastirma Sonuclar

Insan kaninda hCA-l1 ve hCA-Il izoenzimlerinin sephorese 4B-tirozin-

stlfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklarinin sonuglar1 Tablo

4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Insan eritrosit hCA-1 ve hCA-11 izoenzimlerinin Sepharose 4B-

tirozin- siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastiriima

basamaklar:
© = c g
L = X = 2
to | 22|55 5% 85p 582|222 & if
53 |8 |8E|E2| 82k 88 |d83| 2| &¢
2 <Y | FE|ICE|RST | FS | S| £ | B8
< N
Hemolizat | 135 30 18,3 549 4050 7,38 100,0 1,0
Afinite
sonrasi 386 5 0,51 2,55 1930 | 756.86 | 47,65 | 102,55
hCA-I
Afinite
sonrast 642 4 0,19 0,76 2568 | 3378,95 | 63,40 | 457,85
hCA-I1I
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4.6. Inhibitorler I¢in ICso Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonugclar

hCA-I ve hCA-Il enzim aktiviteleri Gzerine 128-131 nolu silfonamid
tdrevlerinin inhibisyon etkilerini belirlemek amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
128-131 nolu silfonamid trevlerinin stok c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu stok
cozeltilerden farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak insan eritrositlerinden
saflastirilan karbonik anhidraz enziminin aktivitesi tiizerine etkileri arastirildi.
Konsantrasyona kars1 % aktivite (% Aktivite-[I]) olarak olusturulan grafikler Sekil

4.14-4.21°de gosterildi. Egrilerin denkleminden ICso degerleri hesaplandi.

4.6.1. N? N8-bis-[4-(aminosulfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128)
icin % aktivite grafikleri

120
1+0 y= 100e-35-57x
100 R?=0.9783

80

60

% Aktivite

40

20

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.14. N? N®-bis-[4-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128)
Konsantrasyona karst hCA-I % aktivitesi
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y= 100e-18.32x
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Sekil 4.15. N?,N°-bis-[4-(aminostilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (128)

Konsantrasyona karst hCA-1l % aktivitesi

4.6.2. N? N8-bis-[3-(aminosulfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129)
icin % aktivite grafigi

120

y= 100e-1842x

100
R%=0.9605

% Aktivite
I o) 0
o o o

N
o

o

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Konsantrasyon (LM)

Sekil 4.16. N2 N®-bis-[3-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129)

Konsantrasyona kars1 hCA-l % aktivitesi
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Sekil 4.17. N? N®-bis-[3-(aminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-dikarboksamit (129)
Konsantrasyona karsit hCA-1l % aktivitesi

4.6.3. N2,N6-bis-[4-(aminosulfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(130) igin % aktivite grafigi

120

y= 100e-54.27x
R?=0.8894

100

80

60
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Sekil 4.18. N2 N®-bis-[4-(aminosiilfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit
(130) Konsantrasyona karst hCA-1 % aktivitesi
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Sekil 4.19. N? N°-bis-[4-(aminostilfonil)feniletil]-piridin-2,6-dikarboksamit

(130) Konsantrasyona karst hCA-Il1 % aktivitesi

4.6.4. N? N°®-bis-[5-kloro-2,4-(diaminostilfonil)fenil]-piridin-2,6-

dikarboksamit (131) icin % aktivite grafigi
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Sekil 4.20. N? N°-bis-[5-kloro-2,4-(diaminosiilfonil)fenil]-piridin-2,6-
dikarboksamit (131) Konsantrasyona karst hCA-1 % aktivitesi
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Sekil 4.21. N? N°-bis-[5-kloro-2,4-(diaminosilfonil)fenil]-piridin-2,6-
dikarboksamit (131) Konsantrasyona kars1 hCA-11 % aktivitesi
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128-131 molekdlleri igin elde edilen inhibisyon sonuglar1 (ICso ve Kjdegerleri)
Tablo 4.3’de gosterilmistir. Asetazolamid (AZA) karbonik anhidraz enziminin

inhibitorii olup ¢alismamizda standart olarak kullanilmistir.

Tablo 4.3. Sentezlenen bilesiklerin 1Cso ve Ki degerleri

hCAlI hCAlII
Bilesik .
No. Kimyasal Yapilar ICso K; ICso K;
(M) (nv) (nv) (nv)
H | D H
N PZ N
128 |, (O JT Q\a//" 195 [102 378 |178
C\)NHZ H,N7T

129 O . @ 376 |196 |467 |21.9

130 o\\FQNN O L7 y NV\Q{O 128 | 6.7 21.1 |99
Cl H ‘ t h Cl

131 WO TCL 143 |75 |178 |83
"% HN/S\g A S

AZA ~ 321 | 162 |510 |241

N—/—N

Deneyler 3 kez tekrarlanarak ortalamasi alinmistir.
Hata oran1 %2 dir.
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Tablo 4.3’de goriildigii gibi 128-131 piridin dikarboksistlfonamid tirevleri
nanomolar miktarda CA I ve CA II enzimleri i¢in inhibisyon etkisi gostermislerdir. En
yliksek inhibisyon etkisi CA l'igin 130 (ICso = 12.8 nM) ve CA 1l igin 131 (ICs0 = 17.8
nM) molekillerinde elde edilmis ve bu sonuglara gére bu molekullerin AZA dan (ICso
=321 nM CA I, ICs = 51.0 nM CA 1l) ti¢ kat daha etkili inhibitorler oldugu
goriilmiistiir. AZA ile paralel olarak tiim iiriinler CA I'i CA II'ye gore daha etkili
inhibe etmislerdir. Ayrica para stlfonamidlerin (128, 130, 131) meta sulfonamidlere
(129) gore CA 1 ve CA 1l enzimlerini daha iyi inhibe ettikleri gozlemlenmistir. Elde
edilen Grlnlerin inhibisyon seviyeleri bu molekiillerin ilag potansiyeli tasidiklarina

isaret etmektedir.
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5. SONUC

Hem piridin tirevleri hemde siilfonamid yapisina sahip bilesiklerin giiglii
biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir. Stlfonamid tlrevlerinde halka
Uzerine baglanan grubalarin, pozisyonuna ve sayisina bagli olarak bijolojik aktivite
tiriiniin ve etki giiclinlin degistigi belirlenmistir. Daha oncede vurgulandigi gibi
hastaliklara sebep olan ajanlar farmasoétik bilesiklere karst direng gelistirebilmeleri
nedeniyle farkl siilfonamid tiirevlerine duyulan ihtiyag her gegen giin artmaktadir. Bu
nedenlerden dolay1 ¢alismamizda benzen halkasi lizerinde degisik gruplar igeren

stlfonamidlerin piridin-2,6-dikarbonil diklorur ile reaksiyonu sonucu cesitli piridin

dikarboksistlfonamid tlrevlerinin sentezi gergeklestirilmistir.

Calismanin ilk kismi, stlfonamid grubu iceren yeni 2,6-piridin dikarboksamit
bilesiklerinin 128-131 sentezini kapsamaktadir. Piridin-2,6-dikarbonil diklordrin
cesitli amino sulfonamidlerle oda sicakliginda, diklorometan ve aseton c¢oziicl
sistemindeki reaksiyonu sonucu hedeflenen piridin dikarboksistlfonamid ttrevleri
sentezlenmistir. Piridin halkasinin reaksiyon ortaminda olusan HCI nétralize ettigi
diisiiniildiiglinden reaksiyona asiti tutmasi i¢in herhangi bir baz ilave edilmemistir.
Olusan HCI reaksiyon sonunda saf su ile uzaklastirilmistir. Reaksiyonun iliml
sartlarda ve kisa siirede gerceklesmesi, yan iirlinlerin olusmamasini ve verimin yiiksek
olmasini saglamaktadir. Sentezlenen 128-131 molekil yapilari FT-IR, 'H-NMR ve
13C-NMR analizleriyle aydinlatilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde ise ilk kez sentezlenen 2,6-piridin dikarboksamit
tirevlerinin (128-131), hCA-I ve hCA-II enzimlerine karsi inhibisyon etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuglar, karbonik anhidraz inhibitori asetazolamid ile
karsilastirilmistir. Buna gore ilk kez sentezi gergeklestirilen 128-131 molekdllerin,
hCA-1 ve hCA-II enzimlerinin etkili inhibitorleri oldugu belirlenmistir. Sentezlenen
molekdller icinde hCA-1 enzimini en iyi inhibe eden molekilin 130 nolu bilesik
oldugu ve bu bilesigin hCA-I igin asetazolamide gdre daha iyi bir inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir. 128-131 molekullerin hCA-II tGzerindeki inhibisyon etkileri
incelendiginde ise yine tiim bilesiklerin inhibisyon etkisi gosterdigi ve en iyi

inhibisyon etkisine 131 nolu bilesigin sahip oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak bu ¢alisma ile hCA-I ve hCA-II enzimlerinin etkili inhibitorleri
olan yeni piridin dikarboksisiilfonamid tiirevleri sentezlenmis ve FT-IR, *H-NMR ve

13C-NMR analizleri ile molekiil yapilar1 aydinlatilmstir.
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