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OZET
DOKTORA TEZi

YENIi SENTEZLENEN BAZI SULFONAMID TUREVLERININ KARBONIK
ANHIDRAZ VE KOLINESTERAZ ENZIM iNHIiBISYON
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Muhammet Giirkan KURBAN
Tez Damismani: Prof. Dr. Murat SENTURK

2023

Insan karbonik anhidraz izoenzim I ve II (CA 1 ve II) inhibitorleri, glokom,
kanser vb. hastaliklarin tedavisinde kullanilma potansiyelleri nedeniyle 6nemli
terapotik ajanlar olarak kabul edilmektedir. Kolinesterazlarin (ChE'ler), yani
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesterazin (BChE) inhibisyonu, bugiine kadar
Alzheimer hastalig1 (AD) i¢in en etkili tedavi yaklasimi olarak kabul ediliyordu. Bu
calismada siilfonamid grubu igceren bir dizi yeni Schiff bazi tiirevi sentezlendi.
Sentezlenen mokeliillerin karakteizasyonu elementel analiz ve FTIR, 1H- ve 13C-
NMR gibi bazi spektroskopik yontemler kullanilarak yapildi. Bu dort esteraz enzimine

kars1 sentezlenen tiim molekiiller, giiclii bir sekilde etkisi gosterdiler.

Sonug olarak, sentezlenen bazi Schiff bazi siilfoamid tiirevlerinin, bu calismada
kullanilan enzimlere karsi nanomolar seviyesinde gii¢lii inhibisyon aktiviteleri

nedeniyle yeni potansiyel ila¢ aday1 molekiiller olabilecegi sdylenebilir.
2023

Anahtar Kelimeler: Silfonamid, Karbonik Anhidraz, Asetilkolinesteraz,

Butirilkolinesteraz, inhibisyon.



ABSTRACT
Ph. D. DISSERTATION

DETERMINATION OF THE CARBONIC ANHYDRASE AND
CHOLINESTERASE ENZYME INHIBiTiON POTENTIALS OF SOME NEW
SYNTHESIS SULPHONAMIDE DERIVATIVES

Muhammet Giirkan KURBAN
Advisor: Prof. Dr. Murat SENTURK
2023

Human carbonic anhydrase isoenzyme | and Il (CA | and Il) inhibitors,
glaucoma, cancer, etc. They are considered important therapeutic agents due to their
potential to be used in the treatment of diseases. Inhibition of cholinesterases (ChEs),
namely acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE), has been
considered the most effective treatment approach for Alzheimer's disease (AD) to date.
In this study, a series of new Schiff base derivatives containing sulfonamide groups
were synthesized. Characterization of the synthesized molecules was done using
elemental analysis and some spectroscopic methods such as FTIR, 1H- and 13C-NMR.
All molecules synthesized against these four esterase enzymes showed strong effects.

As a result, it can be said that some synthesized Schiff base sulfoamide
derivatives may be new potential drug candidate molecules due to their strong

inhibitory activities at the nanomolar level against the enzymes used in this study.
2023

Keywords: Sulfonamide, Carbonic anhydrase, Acetylcholinesterase,

Butirylcholinesterase, inhibition.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

CA : Karbonik anhidraz

AChE - Aserilkolinestaraz

BChE : Butirilkolinesteraz

EC : Enzim komisyonu

ACh - Asetilkolin

AH . Alzheimer hastalig1

ICso : Enzimin aktif bolgesinin yarisinin subtrat ile doldugu andaki inhibitor
konsantrasyonu

DTNB . 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit

MS : Multiple Skleroz

PD : Parkinson hastalig1

mL - mililitre

M : Molar

Mg : miligram

AChtl :Asetiltiyokolin iyodat

BChtl :Butiriltiyokolin iyodat

PNFA :p-Nitrofenilasetat



BIRINCi BOLUM
1. GIRIS
1.1. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1; CA), her organizmada yaygin olarak bulunan
ve aktif bolgesinde Zn?" iyonu ihtiva eden metalloenzimdir. CA CO2’in
hidratasyonunu ve HCO3™ "1n dehidratasyonunu katalize eder (Supuran and Scozzafava
2001).

[5

COz + HHO T/ HCO; + H*

A
CA

Sekil 1.1. CA enzimlerinin katalizledigi tepkime (Zamanova et al. 2019)

CA ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizlenmesinin
yanisira {renin siyanamite, siyanatin karbamata ve aldehitin geminal diole
hidratasyonu reaksiyonlarini1 da katalize eder (Supuran and Scozzafava 2001). CA
enzimi ilk defa, birbirlerinden haberdar olmayan Meldrum ve Roughton ile Stadie ve
O'Brien tarafindan 1933 yilinda kesfedilmistir. Eritrositlerden akciger kilcallarina
bikarbonatin hizli transferini gerceklestiren katalitik faktoriin arandigi bir c¢alisma
neticesinde ilk olarak enzimin karakterize edilmesi gerceklestirilmistir. Keilin ve
Martin (1944), CA enzimindeki ¢inko miktari ile enzimin aktivitesinin orantili
oldugunu tespit ederek ¢inkonun enzimin islevselliginde 6nemli rol oynadigini

bildirmislerdir. Bu minvalde CA enzimi, tanimlanmis olan ilk metalloenzim olmustur

(Hisar vd 2003).

Giiniimiize kadar; filogenetik olarak 8 gruba ayrilmuig farkli CA gruplar

belirlenmistir. Bunlar; a-, B-, y-, 8-, {- -, 0- ve 1- CA gruplaridir (Maciel et al. 2022).

a-CA omurgalilarda, bakterilerde, alglerde ve bitkilerde mevcuttur. p-CA
bakteri, alg ve bitkilerde daha yaygin iken; y-CA’lar esas olarak Arkaea ve bazi
bakterilerde bulunur; 5-CA ve {-CA sadece deniz diyatomlarinin bazilarinda bulunur.
Karbonik anhidrazlarin a grubu monomerik izoenzimler olup katalitik aktivitesi en iyi

olan gurptur. Karbonik anhdiraz izoformlarindan 16 adet Memelilerde izole edilmis



olup memeli olmayan omurgalilarda da birka¢ izozim elde edilmistir. a-CA gen
ailesinden tig farkli grup CA izoenzimi tanimlanmistir. Bu gruplardan CA 1, 11, 111, V,
V11 ve Xl sitoplazmada bulunur iken; CA IV, IX, XII, XIV ve XV izoenzimleri hiicre
membraninda; CA VIII, X ve Xl ise protein bagimli CA grubudur. Yiiksek bitkilerdeki
CA izoformlarinin ¢gogu B- grubu olup B- grubu CA’lar dimer, tetramer ya da oktomer
yapidadir. y -karbonik anhidraz, Methanosarcina thermophila bakterisinde bulunan bir
homotrimerdir. Deniz diyatomu Thalassiosira weissflogii’de bulunan monomerik CA
TWCA 1; 6-CA grubunun ilk 6rnegidir. { - grubu CA’larin temel olarak ayni protein
omurgasinda biraz farkli iic aktif bolgeye sahip monomer yapida olmalar

muhtemeldir.(Lionetto et al. 2012).

0-, C- n-, 6- ve 1- familyalar1 dogada daha az bulunan CA gruplaridir. Hem &-
hem de (-CA'lar deniz diyatomlarinda karbon konsantrasyonu siirecinden 6nemli rol
oynadiklar1 anlasilmigtir. m- CA grubuna yalnizca plazmodium tiirlerinde
rastlanilmistir. 6- ve 1-grubu karbonik anhidrazlar deniz diatomlar1 ve bakterilerde, 0-
grubu bunlarin yani sira alglerde bulunabilir. Aktif yapisinda Zn igeren 6-grubu
Karbonik anhidrazlarin fotosentez ve diyatomlarda biiylime rol oynadigi rapor
edilmistir. - grubu Karbonik anhidrazlar igin sinirh sayida arastirmalar yapilarinin
dimer oldugunu ve aktif bolgelerinde Zn®* iyonu yerine Mn ihtiva edebilecegi

belirtilmistir (Maciel et al., 2022).

Tablo 1.1. Karbonik anhidrazlarin siniflandirilmasi, bu smiflarin yapilart ve

bulunduklar1 canlilar (Maciel et al. 2022).

CA Sinifi Tanimlandigi Tiir Ornegi Yapisi Ve Aktif
Canli Bolgedeki Metal Iyonu
o Hayvan Homo sapiens Monomer, dimer veya
Mus Musculus tetramer yapida
Bakteri Vibrio Cholorae olabilirler.
Sulfurhydrogenium Aktif Bolgede bulunan
Yellowstononse metal iyonu Zn’dur
Alg Chlamydonomas
reinhardtii
Dunaliella salina
Bitki Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Mantar Aspergillus oryzae




Bakteri

Helicobacter  pylori

Dimer, tetramer hegzamer

Vibrio cholerae yada oktomer yapida

Arke Methanobacterium olabilir.

thermoautotrophicum

Prokaryot Trichonoma vaginalis | Aktif Boélgede bulunan

Mantar Cryptococcus metal iyonu Zn’dur.

neoformans
Candida albicans
Aspergillus fumigatus

Hayvan Drosophila

megalongaster

Alg Porphyridium

purpureum
Coccomyxa
Chlamydomonas
reinhardtii

Bitki Pisum sativum

Bakteri Sulfurihydrogenibium | Homortrimer yapidadir.

yellowstonense Aktif Bolgede bulunan
Vibrio cholerae metal iyonu Zn’dur.
Arke Myceliophtora
thermophila,
Bitki Saccharina japonica,
Arabidopsis thaliana

Deniz Thalassiosira Monomer yapidadir.

Diyatomu weissflogii Aktif Bolgede bulunan
metal iyonu Zn’dur.

Deniz Thalassiosira Monomer yapidadir.

Diyatomu weissflogii Aktif Bolgede bulunan

Thalassiosira metal iyonu Cd vyada
pseudonana Zn’dur.

Okaryot Plasmodium ssp. Yapisi tanimlanamamugtir.
Aktif Bolgede bulunan
metal iyonu Zn’dur.

Deniz Thalassiosira Yapist tanimlanamamugtir.

Diyatomu weissflogii Aktif Bolgede bulunan

Bakteri Phaedodactilum metal iyonu Zn’dur.

tricornutum

Alg Chlamydomonas

reinhardtii




! Deniz Diyatomu | Thalassiosira Dimer yapidadir.
weissflogii Aktif Bolgede bulunan
Bakteri Burkholderia territori | metal iyonu Mn’dir.

a-CA'larin aktif bolgesi, iic ana bilesenden olusan 15 A derinliginde bir
hidrofobik ceptir: Bu bilesenlerden birincisi 2 degerlikli bir metal iyonu; bu ZN2 ile
temsil edilir. Ikincisi {i¢ histidin kalintis1, bunlar imidazol kismi sayesinde metal
iyonunu baglayan His94, His96 ve His119’dur. Son olarak da enzimin aktif olmayan
durumunda, aktif formu temsil eden enzimin hidroksile edilmis halini {iretmek igin bir

protonu kaybeden bir su molekiiliidiir (Pogetti et al. 2022).

Vali2i

Sekil 1.2. a-CA katalitik bolgesi: CA 1II kristal yapisinin CO (pdb 2VVA) ve HCO3-
ile kompleks halde siiper pozisyonu. Cember igerisinde katalitik alan biiyiitiilmiistiir

(Pogetti et al. 2022).

a-, B-, y-, 6-, &- m grubu CA’larin katalitik mekanizmalar1 iyi bir sekilde
anlasilmistir. Bu enzimlerin katalitik bolgelerinde bir metal hidroksit tiirii dérdiincti
ligand olarak bulunur. A-CA’lar Zn ihtiva eder ve hayvanlarda, verte bratlarda,
prokaryotlarda, mantarlarda, alglerde, protozoalarda ve bitkilerde bulunur (Akocak
and Supuran 2019).

a-CA’larin katalizledigi CO> hidrasyonu, asagida gosterildigi gibi iki farkl
adimda gergeklesir:



E —Zn- OH + CO2 < E- Zn- HCO+ H20«< E-Zn-OH>+HCO3 (Purkerson and
Schwartz 2007).

Enzimin aktif olmayan hali Zn’ye bagli bir su molekiilii tarafindan olusur.
(Sekil D) Bu molekiil ilk olarak bir protonunu kaybederek hidroksile bir tiire doniisiir.
Bu hidroksile tiir aktif bir tiirdiir. (Sekil A) Hidroksilli iyon hidrofobik cebin yakininda
bulunan CO2 molekiilii iizerinde giiglii niikleofilik etki gosterir. (Sekil B) Bu durum
HCOz3™in ¢inko iyonuna koordine oldugu tiirlerin olusumuna sebep olur. (Sekil C)
Akabinde Bikarbonat iyonu Zn'den uzaklastirilir ve ¢o6zelti i¢inde su molekiilii
tarafindan enzimin inaktif formunun olusumuna neden olan su molekiilii tarafindan
¢ozelti icine salinir. (Sekil D) Ve Katalitik dongii tekraren baslayabilir. Enzim
aktivasyon siirecinde hiz kisitlayan basamak ZN2’ye bagli su molekiiliinden ¢evreye
proton transferinin oldugu asamadir. Yani proton mekiginin oldugu basamaktir.
Enzimin dogal durumunda bu reaksiyon proton mekigi gorevi goren Histon 64’iin

bazik kism1 veya imidzol grubu sayesinde meydana gelir (Pogetti et al. 2022).
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Sekil 1.3. Karbinik Anhidrazin Katalitik Dongilisii A) Su molekiilii enzimi
hidroksillenmis tiire doniistiiriir. B) Hidroksile iyon CO2 molekiiliine saldirir. C)
HCO3- “lin ZN iyonu ile koordine oldugu tiir olusur. D) Enzimin aktif olmayan yapisi
tekraren olusur (Pogetti et al. 2022).



CA’lar, fizyolojik bakimdan 6nemli role sahiptirler. Dokularin ¢ogunda asit-
baz dengesini saglamalari hasebiyle dokulardaki ph diizeyinin diizenlenmesi
karakteristik ozellikleridir. CA’lar dokularin ph diizeyinin saglanmasmin yani sira
glukoneogenez, lipjenez ve lire sentezi gibi biyosentetik reaksiyonlar ve kalsifikasyon,
timor olusumu gibi patolojik ve siireglerde de rol oynarlar. CA’larin ¢ok sayida
patolojik ve fizyolojik olgularda rol almasi CA enzimlerini kanser, glokom, 6dem,
epilepsi, Alzheimer osteoporozis ve obezite gibi patolojik durumlarin tedavisinde
hedef molekiil yapmistir. Bu gibi hastaliklarin tedavi edilmesinde CA’larin aktive ya
da inhibe edilmesi amaglanmaktadir (Akkemik vd. 2017).

Tablo 1.2. CA iliskili hastaliklar ve bu hastaliklarin tedavisinde hedef almman CA

[zoformu (Lomelino et al. 2016).

Hastalik Hedef Alinan CA Izoformu
Glokom CAIll,CAIV,CAXII
Kanser CA IX,CA Xl

Epilepsi CA VI

Noropatik Agri CA VII

Obezite CA VA

Karbonik anhidrazlar1 aktive ederek tedavide kullanilan onay almis hi¢bir ajan
mevut degilken, CA inhibitorleri genellikle tedavide esasen anti-glokom ajanlari, anti-
epileptikler ve diiiretikler olarak kullanilmakta olup kanser ve obezite tedavisinde
arastirmalar devam etmektedir (Chiaramonte et al. 2018).

Etki mekanizmasina bagl olarak bes farkli CAI sinifi bilinmektedir:

1.Cimko baglayicilar. Bagka bir deyisle Enzimin aktif bolgesinin bivalent
metal iyonunu selatlayan bilesikler. Bu reaksiyonun netiesinde Zn?" atomu ile su
molekdilii/hidroksit iyonu arasindaki koordinasyon bozulur ve Enzimin Katalitik
etkinligi son bulur. Bu grup inhibitérler en dnemli grubu olustururlar. Siilfonamidler
ve bunlarin izosterleri (siilfamatlar veyasiilfamidler), ditiokarbamatlar, hidroksamat,
vb.) bu grupta yer alir. Bu grupta yer alan siilfonamidler en yaygin olarak kullanilan
Karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Yillardir en az 20 molekiil siilfonamid tiirevi klinik

olarak kullanilmuistir.



2. ¢inko koordineli su molekiilii/hidroksit iyonuna baglanan molekiiller. Bu
gruba Fenoller ve poliaminler 6rnek olarak verilebilir.

3. Aktif bolgenin girisini tikayan bilesikler. kumarinler ve bunlarin izosterleri
bu gruba 6rnek olarak verilebilir.

4. Aktif bolgenin disindan baglanan molekiiller. 2-(benzilsiilfonil
)benzoik asit bu grupta yer alir.

5.Bilinen belirli bir mekanizma olmadan hareke eden molekiiller. ikincil ve

ticiinciil siilfonamidler ve imatinib bu gruba 6rnektir (Chiaramonte et al. 2018).
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Sekil 1.4. Etki mekanizmalarina gore 5 smifa ayrilmis CA Inhibitdrleri(Chiaramonte
et al. 2018).

Bilinen en gii¢lii organik karbonik anhidraz inhibitorleri ise siilfonamiterdir.
Bu sebeple, KAI ilaclarm senteziyle ilgili calismalarda motif olarak en g¢ok

stilfonamitler kullanilmistir (Sen vd., 2017).



1.2. Kolinesterazlar

Esterazlar, hidrolaz grubu enzimler olup bir su molekiilii ile esterlerin
reaksiyonunu katalize ederek reaksiyon sonucunda asit ve alkol grubu bilesikler
olustururlar. Farkl tipte esterazlar mevuttur. Farkli kolinesteraz enzimlerin protein
yapilari, fonksiyonlar1 farkli olup farkli substratlara farkli spesifite gosterirler
(Oakeshott et al. 1993).

Omurgalilarda  asetilkolinesteraz  (AChE;  asetilkolin  hidrolaz) ve
biitirilkolinesteraz (BChE; agcilkolin acilhidrolaz) olmak iizere kolin esterlerini
hidrolize ugratan iki tip kolinesteraz enzimi mevcuttur. Bu iki tip kolinesteraz enzimi
yapisal olarak birbirine olduk¢a benzer enzimler olup katalizledikleri substrata
spesifikligi, ihtiva edildigi dokular ve inhibitorlere hassasiyetleri agisindan farkliliklar
gostermektedirler (Demir ve Tiirkan 2022).

BChE, kolin esterlerinin hidrolizlenme reaksiyonlarini katalize eden bir serin
hidrolaz enzimi olup 6zgiil olmayan kolinesteraz ya da psddokolinesteraz olarak da
bilinmektedir (Darvesh et al. 2003).

Iki kolinesteraz enzimi de asetilkolin hidrolizinde rol oynamaktadirlar. AChE
enziminin BChE enzimine gore asetilkolinin hidrolizini daha hizli katalize ettigi
belirlenmistir. Enziminin en hizli hidrolizledigi kolin esteri butirilkolindir. Bu nedenle
bu kolinesteraz enzimine BChE adi verilmistir. BChE’a santral sinir sistemi
sinapslarinda pek rastlanmadigindan BChE’1n bu sinapslarda asetilkolinin hidrolizinde

gorevi yoktur (Demir ve Tiirkan 2022).

[F-H-j J{:Ji o Hac
- AChE g+
. L =N~
HaC~ N ~"0 CHy — = 4 c"ll‘o ¥ HC )~ TOH
HiC 3 3
aselilkolin asetik asit kolin

Sekil 1.5. Asetilkolinin hidrolizi.



1.2.1. Asetilkolin

Asetilkolin (ACh), tanimlanmuis olan ilk nérotransmitter madde olup santral ve
periferik sinir sisteminde merkezi role sahip kolinerjik noronlar tarafindan
kullanilmaktadir. ACh tiim pre ve post ganglionik parasempatik ndronlar, tim pre
ganglionik sempatik ndronlar ve post ganglionik sempatik néronlarin bir kismi
tarafindan kullanilmaktadir (Ferreira-Vieira et al. 2016).

Norotransmitter olan ACh’in sentezi, depolanmasi ve salinmasi kolinerjik
noronlarca gergeklesir. ACh santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemi {izerindeki
norotransmitter etkilerini muskarinik ve nikotinik ACh reseptorleri tizerinden gosterir.
ACh norotransmitter olarak kolinerjik nooranlardan salindigi gibi hiicreler arasi
iletisimde rol alan néronal olmayan dokular tarafindan da salinir ve bu dokularda hiicre
cogalmasi, yapisma, goc, salgilama, hayatta kalma ve apoptoz gibi temel hiicresel
olaylarda rol alir (Zoli et al. 2018).

ACh, lipit metabolizmasinda rolii olan kolin ve mitokondride hiicresel
solunumda bulunan asetil koenzim A molekiiliinden tiiretilir. ACh’1 asetil koenzim A
ve kolin molekiillerinden tiiretmek i¢in néron gévdelerinde konumlanan, ribozomlarda
olusturulan, ve akson terminaline tasinan, kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi
gerekmektedir. ACh, ilkin, akson terminalin sitoplazmasinda ChAT enzimi tarafindan
sentezlenir akabinde vezikiiler asetilkolin tasiyict (VAChT) tarafindan sinaptik
vesikiiller i¢cinde konsantre edilir. Bir eylem potansiyeli neticesinde ACh sinaptik
bosluga salinir. Sinaptik bosluga salinmis olan ACh  hem pre hem de postsinaptik
membran lizerinde konumlanmis olan ACh reseptorlerine (AChR) baglanir.
Postsinaptik ~ ndrona  baglanan ~ ACh  molekiilleri,  ndrotransmisyonun
gerceklesmesinden sonra baglanmis oldugu ilgili reseptorden ayrilir. Reseptorden
ayrilan veya sinaptik boslukta bulunan serbest ACh molekiilleri AChe enzimi ile
hidrolize olur. AChE enziminin katalititik aktivitesi sonucunda olusan kolin tekraren

kullanilmak tizere presinaptik nérona iletilir (Koganct ve Aslim 2016).
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Sekil 1.6. ACh norotransmisyonunun sematik diyagrami. ChAT enzimi tarafindan
asetil koA ve kolinden presinaptik noronlarin sitoplazmasinda ACh sentezlenir. Daha
sonra vezikiiler VAChT araciligiyla sinaptik vezikiiler folikiillere aktarilir. (Chen et
al. 2022).

Norodejeneratif hastaliklar genellikle kolinerjik sistemle iliskilidir; ana
norotransmitter ACh molekiilidiir. AChE ile pargalanir. AChE inhibitorleri veya
muskarinik ve nikotinik reseptor (nAChR) agonistleri genellikle bu hastaliklar1 tedavi

etmek i¢in kullanilir (Walczak-Nowicka and Herbet 2021).

Bazal 6n beyinde bulunan kolinerjik ndronlar santral sinir sistemindeki
kolinerjik sinyal iletiminin Onemli bilesenleridir. Bu nedenle hafiza, dikkatin
diizenlenmesi ve biligsel fonksiyonlarda 6nemli rol oynarlar. Bu néronlarda meydana
gelen hasarlarin Alzeihmer hastaligi dahil norodejeneretif hastaliklarda dnemli etken

oldugu gosterilmistir. (Dwomoh et al. 2022)
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Glintimiizde Alzheimer hastaliginin olusum sebebinin  aciklanmasinda
basvurulan hipotezlerden biri Kolinerjik hipotezdir. Kolinerjik hipotez Alzeihmer
hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin mekanizmasinin dayandirildigi bir
hipotezdir. Kolinerjik hipoteze gore kortekste Ach miktarnin azaldigi 6ne siiriliir.
Bu hipoteze gore; santral sinir sisteminde ACh Diizeyinin azalmasinin sebepleri

sunlardir;

1-AChE enziminin katalitik aktivitesinin yiikselmesi
2- ChAT enziminin katalitik aktivitesinin diismesi
3-Sinaptik yarikta kolinin re-upteake’nin olmamasi.
4-Bazal gangiyonlarda kolinerjik perikaryal kayiplar

ACh nérotransmitterinin hafiza zeka ve 6grenmede aldig1 rol ile bu veriler géz oniine

alindginda kolinerjik hipotez ortaya ¢ikmistir (Demir ve Tiirkan 2022).

1.2.2. Asetilkolinesteraz

AChE, ACh’nin hidrolizini ACh’yi asetat ve koline ayirarak gerceklestirir ve
ACh’nin sinaptik bosluktan ayrilmasini saglar. AChE enziminin ¢esitli morfometrik
proseslerde, sinir sistemindeki hiicre farklilasmasi ve sinaps olusum stirecinde, hiire
apoptzisinde ve hiicre adezyonunda ve gogiinde rol aldigi ¢esitli in vitro ve in vivo

caligmalarda gosterilmistir (Koganci ve Aslim 2016).

AChE monomer, dimer veya tetramerik formda ortaya cikabilir. Ornegin
beyinde tetramerik form (G4) baskindir ve dimerik form (G2) esas olarak eritrositlerde
bulunur. AChE, yaklasik olarak 45x60x65°A boyutlarinda elipsoidal sekilde olan bir
enzimdir. 537 aminoasit ihtiva eder. Enzimin baglanma yeri birkag alt bolgeden
olusur. Bu baglama bogeleri, agil cep, oksianyon deligi, anyonik bdlge ve periferik
anyonik bdlgedir. Enzim yapisi, enzimin yarisina sirayet eden ( 20 A uzunlugunda),
enzimin tabanina dogru uzanan dar ve derin bir gecide sahiptir. Gegidin kaplamasi ve
taban1 Asn-66 ve lle-444 kalintilarindan meydana gelmektedir.. Ayrica Asp-285, Glu-
273, Asp-72, Tyr-334 ve Glu-199 gibi kalintilar da ihtiva eder. Serin (Ser-203),
histidin (His-447) ve glutamat (Glu-334) Enzimin katalitik G¢listidir. Enzimin aktif
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bolgesinde bulunan aromatik kisimlar, kuaterner ligandinlerin baglanmasi igin

Onemlidir.

Enzimin anyonik bolgeSI Trp-86, Trp-84 ve Phe-330 kalintilarini ihtiva eder.
Trp-86 kalintisi, kolinin kuaterner amonyum grubunu ve aktif merkez inhibitorlerini,
ornegin katyon—pi etkilesimi yoluyla edrofonyumu baglar. Phe-295 ve Phe-297
kalintilar, kovalent etkilesimler igin agil cebin substrat spesifikliginden sorumludur.
Phe-295 kalintis1, non-kovalent enzim substrat kompleksindeki substrat
spesifikliginden de sorumludur. Oksianyon deligi, Gly-121, Gly-122 ve Ala-204 gibi
omurga peptidlerinin N-H gruplarindan meydana gelir.  Periferik anyonik bolgede
bulunan Trp-286'nin ve daha once anilan Trp-86, periferik anyonik bolge ligandinin
inhibisyon prosesinde 6nemlidir, AChE aktif bolgesine plastisite saglar. Periferik
anyonik bolgenin agilasyon bolgesine substrat girisi igin bir ilk baglanma yeri olarak
hareket edebilecegi veya katyon klirensini ve iiriin salimini regiile edebilecegi islevine

sahip olacagi diisiinilmektedir. (Walczak-Nowicka and Herbet 2021).

Sekil 1.7. AChE enzimi gorseli. Ust panel dikey eksen etrafinda 90 déndiiriilmiis orta
paneldeki yapilar ile dogrudan aktif bolge kanyonlarinin goriintiilerini sunar. Alt
paneller, AChE’nin baglanma bélgelerinin biiyiitiilmiis gériinimlerini sunar. (De

Boer et al. 2021).

AChE, morfojenik fonksiyon dahil ¢ok sayida siiregte rol oynamaktadir.
ACHhE, sinir sistemi gelisimi siirecinde noromiiskiiler baglantilarin, talamokortikal
baglantilarin ve akson biiyiimesinde rol almaktadir. N6ron olusum siirecinde hiicre
mimarisi degisikliklerinde diizenleyici ve neokorteksde ndroplastik proseslerde de rol

alabilir. AChE, ayrica apoptozda da rol almaktadir. AChE’nin daha kolay ifadesinin
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oldugu hiicreler apoptoza ugrar ve enzimin inhibisyonu apaoptozisin durmasina sebep
olur. AChE’nin hiicre adezyon molekiilleri ile homolojisi ve yapisal benzerligi
hasebiyle AChE’nin hiicre adezyonunda islevsel oldugu 6ngoriilmektedir. (Walczak-
Nowicka and Herbet 2021).

Anti- kolinesterazlar veya AChE inhibitorleri, ACh’in hidrolizini 6nleyerek
ACh’in norotransmitter siiresini ve diizeyini arttirirlar, AChE inhibitorleri . Etki
bicimine gore iki gruba ayrilabilir: Reversbl ve Irreversbl inhibitorler. Reversibil
inhibitorler kompetitif veya non-kompetitif inhibitorler olmak tizere iki sekildedirler.
Kompetitif veya non-kompetitif reversbl inhibitorler genellikle terapotik isleve
sahipken, Irreversbl inhibitérler toksik durumlara sebep olurlar. Reversibl AChE
inhibitorleri, AChE enziminin aktivitesinin farmakolojik olarak diizenlenmenmesinde

onemli bir role sahiptirler (Colovi¢ et al. 2013).

Karbamat ve Organofosfatli pestisitler, toksisitelerini asetilkolinesterazi
inhibisyona ugratarak gosterirler. Bu pestisitler, AChE inhibisyonunu aktif bolge serin
grubuna baglanarak gerceklestirirler. AChE’nin Karbamile serin formu fosforile
formdan daha az stabildir ve karbamil kismi, kendiliginden hidroliz yoluyla enzimden
kopabilir. AChE’nin organofosfatli pestisitlerle inhibisyonunun irreversbl olmasi
karbamatlarin tersinir inhibisyonuna gére daha toksik olmasina neden olur. Bu nedenle
AChE’nin bir kismini sinir ajanlari tarafindan irreversbl inhibisyondan korumak i¢in

bir 6n tedavi olarak karbamat piridostigminden yararlanilmaktadir.

Antikolinesterazlarin akut toksik etkisi, kolinerjik sinapslarda ACh diizeyinin
kontrolsiiz olarak artisi ile gergeklesir ve bu durum kolinerjik sendromla sonuglanir.
Bunun sonucu olarak istem dis1 diskilama, kas felci, hipertansiyon, kasilmalar, titreme,

nobetler ve solunum depresyonu gibi semptomlar olusur (Tattersall 2018).

AChE’nin irreversbl inhibisyonunda inhibitdr enzime kovalent bagla baglanir.
Enzimi irreversbl inhibisyonunda enzim-inhibitér kompleksi ancak enzimin yok

edilmesi oksidasyonu veya hidrolizi ile ayrigabilir (Giirsoy ve Giirsoy 2017)
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Sekil 1.8. Organofosfatlarca ger¢ceklesen AChE’ nin irreversbl inhibisyonu. Mavi yasl
enzimi; yesil inhibe olmus enzimi temsil eder. L ve R, inhibisyon ve reaktivasyon
yollarin1 takip ederek sirasiyla birinci ve ikinci ayrilan organofosfat gruplarini temsil

eder (Boer et al. 2021).

Reversible inhibisyonda inhibisyona ugrayan enzim etkinligini tomponla veya
suyla yikama ile ilk etkinligine donebilir. Substrat konsantrasyonunun ya da inhibitore
gore enzim konsantrasyonunun arttirilmasi ile bu tip inhibisyonlarda enzim ile
inhibitér arasindaki iligki tersine donebilir. Bu inhisibisyon farkli sekillerde
gerceklesebilir. Bu nedenle farkli reversible inhibisyon tiirleri vardir. Bu farkh
reversble inhibisyon tiirlerinden ilki (kompetitif) inhibisyondur. Kompetitif
inhibisyonda inhibitor enzimin aktif bdlgesine substratla yarisarak baglanirarak
reaksiyonun gerceklesmesini inhibe eder. Ikincisi, yarismasiz (nonkompetitif)
inhibisyondur. Bu tiir reversibl inhibisyonda enzimmin yapica substrarla benzerligi
yoktur. Bu nedenle inhibitér enzimin substratin baglanmadigi bir bdlgesine veya
enzim substrat kompleksine baglanarak tepkimeyi yavaglatir. Kompetitif ve non
kompetitif inhibitorler farkli sekillerde inhibe ettikleri enzimin kinetigini etkilerler.
Non- kompetitif inhibisyonda Michaelis Menten sabiti sabit kalip maksimum hiz
azalirken kompetitif inhibisyonda maksimum hiz sabit kalir ancak Michaelis Menten

sabiti artar (Giirsoy ve Giirsoy 2017).
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Reversbl AChE inhibitorleri karbamat, kuaterner veya iiciinciill amonyum
grubu gibi farkli fonksiyonel gruplara sahip bilesikleri igerir ve myastenia gravis
alzheimer, glokom, ameliyat sonrasi ileus, mesane distansiyonu, gibi hastaliklarin
tedavisinde  ve antikolinerjik doz asimina karsi antidot olarak lullanilmaktadir

(Colovic et al. 2013).

AChE inhibitorleri terapdtik amacli olarak ¢ogunlukla yetersiz seviyede olan
ACh diizeylerini arrtirmak amagl kullanilirlar. Bu minvalde en eski uygulama
oftalmolojide glokom tedavisine yoneliktir. Fizostigmin Onceden bu amagla
kullanilmaktayken yerini biiyiik 6l¢iide pilokarpin gibi kolinomimetiklere birakmuistir.
Noromiiskiiler kavsakta yetersiz ACh nedeniyle kas zayifliginin meydana geldigi
miyastenia gravis tedavisinde dogal AChE inhibitérleri kullanilmaktaydi. Ancak
Fizostigminin viicuttaki dagilimi ¢ok geneldir oldugundan Fizostigmin'in sentetik
analoglar1 yapilmistir ve terapdtik kullanimda en ¢ok kullanilan ikisi, dordiinciil bir
nitrojen iceren neostigmin ve piridostigmin olmustur. Alzheimer hastalig1 ile
beyindeki diisiik ACh diizeylerini iliskilendiren hipotezin ortaya ¢ikisiyla, AChE’nin
ACh diizeylerini arrtirabilmesi hasebiyle AChE inhibitorlerinin kulluanimina yeni bir
yon vermistir. (Houghton et al. 2006). Bu minvalde, Bir takim Kolinesteraz
inhibitorleri gelistirilmistir. Donepezil, galantamin, rivastigmin ve memantin
giiniimiizde mevcut ve ulagilabilir olan Alzeihmer tedavisinde kullanilan kolinessteraz
inhibitorleridir. Fakat bu ilaglarin yiiksek diizey kullanimlarda gesitli yan etkiler ortaya
cikarmig ve terapotik etkinlikleri sinirlidir (Sharma 2019).
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Sekil 1.9. Kolinesteraz enzim inhibitdrii olan ilag molekiillerinin kimyasal yapilari ve
bunlarin insan AChE ve BChE enzimine kars1 inhibitor degerleri ve Glutamat N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin non-kompetitif antagonisti memantin (Yildirim ve
Giizeldemirci 2023).

Geleneksel Kolinesteraz Inhibitdrleri sunlardir:

Fizostigmin: Fizostigmin ayrica eserin olarak adlandirilir. Fizostigmin kan-beyin
bariyerini (BBB) gecebilse de, yarilanma dmriiniin kisa olmasi ve ¢ok sayida yan etki
olusturmasi sebepleri ile dar bir terapdtik etkili bir ilagtir.

Takrin: Takrin hem AChE hem de BChE enzimlerinin etkili bir inhibitoriidiir. Buna
ragmen istahsizlik, ishal, mide bulantisi, kusma ve halsizlik gibi ¢ok sayida yan etki
meydana getirmesi nedeniyle takrin kullanimi sinirlhidir. Ayrica, takrin kullananlarin
takrinin meydana  getirmesi muhtemel olacan karaciger toksisitesinin
degerlendirilmesi i¢in kan izlenimlerinin yapilmasi gerekir. Takrinin kisa yar1 dmrii
ve yiiksek diizey takrin kullaniminin olusturacagi yan etkiler nedeniyle terapotik
aktiviteyl uzun siireli devam ettirmek i¢in ¢coklu dozaj rejimleri gerekir.

Donezepil: Donepezil yalnizca norotransmiter diizeyinde degil, ayn1 zamanda
glutamatin neden oldugu eksitotoksisitenin ¢esitli yonlerinin inhibisyonu, inflamatuar
sitokinlerin erken ekspresyonunun azaltilmasi, AChE'nin néroprotektif izoformunun
indiiksiyonu ve oksidatif stresin neden oldugu etkilerin azaltilmas: dahil alzeihmer

patogenezinde yer alan hemen hemen tiim asamalarda molekiiler ve hiicresel diizeyde
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de etki gostermektedir donepezil kullanimina bagli kas kramplari, uykusuzluk, mide
bulantisi, istahsizlik, ishal, gibi ¢esitli yan etkileri meydana gelmektedir. Yiiksek doz
donepezil ile tedavi edilenlerde hipotansiyon, siddetli kusma, kas zayifligi, siddetli
mide bulantisi, solunum problemleri ve bradaikardi goriiliir.

Rivastigmin: Rivastigmin, 2000 yilinda hafif ve orta dereceli Alzeihmer tedavisi igin
onaylandi. Rivastigmin ayrica Parkinson hastaliiyla iligkili demans tedavisinde de
kullanildi. Kilo kaybi, ishal, kusma, bulanti, istahsizlik ve mide agris1 rivastigminin
sik olusturdugu yan etkilerdir.

Galantamin: Galantaminin Alzeihmer’in biligsel semptomlarinin tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir. Diizensiz solunum, mide kramplari, mide bulantisi, kas zayifligi,
biling bulaniklig1 ve gozlerde sulanma galantamin kullanimina bagli olusan sik yan
etkilerdir (Sharma 219).

Yeni gelistirilen kolinesteraz inhibitorleri sunlardir.

Fenserin: Fenserin, fizostigminin fenilkarbamat tiirevidir beta-amiloid Oncii
proteinini azaltmak ve geri doniistimlii bir AChE enzim ihibisyonu olusturmak tizere
iki sekilde etki gostermektedir. Fizostigmin ve takrine gore toksisitesi daha az olup
hizli emilir.

Tolserin: Tolserin, fenserinden yalnizca fenilkarbamoil kismindaki 2'-metil ihtiva
etmesi bakimindan farklilik gostermektedir. 2000 yilinda Klinik oncesi ¢alismalar
baslatildi ve hAChE'ye kars1 BuChE'ye kars1 200 kat daha secici oldugu gosterildi.
AChE enzimini inhibe etmesi bakimindan yapisal analoglar1 olan fizostigmin ve
fenserine gére AChE enzimini gii¢lii bir sekilde ingibe ettigi gosterilmistir. Ancak
Tolserinin insanlar tizerinde etkilerine istinaden yayimlanmis ¢alisma olmadigindan
klinik 6ncesi verilere gore insan iizerindeki fayda ve risklerini belirlemek pek zordur.
Esolerin: Takrinden tiiretilmistir. insanlarda yayilanmis bir rapor yoktur. ¢alismalar
klinik dncesi ve klinik modellerde yapilmistir.

NS2330 (Tesofensine): Tesonfensin iizerinde yapilmis olan in vivo ve in vitro
caligmalar gostermistir ki tesofensinin serotonin, norepinefrin ve dopamin
ndrotransmiterlerinin presinaptik alimini inhibe etmektedir. tesofensinin ig¢in yapilan
Faz IIA denemeleri, hafif Alzheimer hastalarinda anlamli biligsel iyilesmeyi
sagladigin1 gosterdi. Fakat Faz IIB denemeleri etkinliginin smirli oldugunu

gostermistir (Mehta et al. 2012).
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Geleneksel olarak kullanilan ve yeni jeneresyon olan kolinesteraz
inhibitorlerinin yani sira, sentetik analoglar ve dogal olarak tiiretilen kolinesteraz
inhibitorleri de mevcuttur. Huperzin, flavanoid ve kardanol dogal olarak tiiretilen
Kolinesteraz inhibitorleridir. Sentetik analogar kompetitif kolinesteraz inhhibitorleri
olarak gelistirilmistir. N-alkil-7-metoksitakrin hidroklorid, fenil
5,6-dimetoksi-1-okso-2,3-dihidro-1H-2- indenilmetanon ve ladostigil [(N-propargil-
(3R) aminoindan-5il)-etil metil karbamat)]ve

2(benzo[d]tiyazol-2-yl)-3-heteroarilakrilonitriles sentetik analoglardir.

1.2.3. Butirilkolinesteraz

Insan viicudunda BChE, AChE’ye gore on kat daha fazla mevcuttur. Insan
viicudu yaklasik 680 nanomol biitirilkolinesteraz ve 62 nanomol asetilkolinesteraz
ihtiva eder. BChE veya ilgili mRNA, plazmakalp,bobrek,deri,ince bagorsak,
kolon,akciger, dalak, kas ve kan damarlarinin i¢ yiizeyi gibi neredeyse her doku ihtiva
olunur. Norotransmiter ACh, BChE’ni 1iyi bir substrati olmakla birlikte BChE’nin
esas substrati butirilkolindir. BChE, butirilkolini ACh’e gore 2 kat daha yiiksek oranda

hidrolize ugratir. (Masson, and Lockridge 2010).

Sekil 1.10. BChE enzimi gorseli. Ust panel dikey eksen etrafinda 90> dondiiriilmiis
orta paneldeki yapilar ile dogrudan aktif bolge kanyonlarinin goriintiilerini sunar. Alt

paneller, BChE nin baglanma bdlgelerinin biiyiitiilmiis goriiniimlerini sunar. (De Boer

et al. 2021).
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BChE’nin yapis1 AChE ile benzer olmasina ragmen, AChE'deki aktif bolge
gecidini kaplayan 14 aromatik amino asitten 6'st BChE'deki alifatik kalintilarla ikame
edilmistir. Ozellikle, TcAChE'deki Phe288 ve Phe290'1n insan BChE'deki daha kiiciik
Leu286 ve Val288 ile ikamesi, daha derin bir gegitle sonuglanan konformasyonel
degisikliklere yol acar. Bu nedenle BChE AChE'den daha ¢ok ¢esitlilikte substrat ve
inhibitorlerle etkilesime girmesine ve potansiyel olarak hidrolize olur. Bundan dolay1
BChE, daha kii¢iik ve ¢ok daha spesifik AChE’nin karisik veya spesifik olmayan, daha
bliyiik kardesi olarak kabul edilmistir (De Boer et al. 2021).

AChE inhibitdleri alzeihmer hastalig1 tedavisinde sinaptik yarikta ACh’nin
azalmasmi engelleyerek ve muskarinik reseptorler ile nikotinik reseptorlerdeki
asetilkolin konsantrasyonunu artirarak biligsel faaliyetleri iyilestirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak alzeihmer hastalarindaki noronlar ciddi sekilde hasar
gormiistiir ve BChE seviyeleri fizyolojik durumun %2120'sine yiikselmisken AChE
seviyeleri onarilamaz sekilde %90'dan fazla azalmis oldugundan AChE
inhibitorlerinin tedavi siiresi smirlidir. Bu minvalde BChE, devam eden AD'de telafi
edici bir enzim olarak ¢ok 6nemli bir rol oynar. BuChE'nin anormal B-amiloid (Af)
birikimi ile yiliksek diizeyde iliskili oldugu gosterilmistir. Bu nedenlerle Cesitli
calismalar BChE enzim inhibisyonunun ilerlemis alzeihmer hastaligi tedavisi icin

potansiyel bir hedef oldugunu ileri siirmiistiir (Zhou and Huang 2022).

Spesifik olarak BChE enzim inhibisyonunun hiicre Canliligini1 azaltmadan fare
beyni ve insan noroblastoma hiicrelerinde B-amiloid peptid diizeylerini azaltmistir.
Ayrica, selektif olarak inhibisyonu, yash ratlarda labirent performansini artirmis ve
rat beyinlerinde uzun siireli gliclenmeyi artirmistir. Dahasi , yiiksek diizey BChE’ nin
noritik plaklar ve norofibriler yumaklar gibi alzeihmerin néropatogenezinde rol
oynadig1 bildirilmistir (Li et al. 2021). Bu minvalde BChE'in segici bir sekilde inhibe
edilmesi umut verici bir klinik tedavi stratejisini olusturmaktadir. Fakat iki izoform
AChE ve BChE’nin olduk¢a homolog proteinler olmalar1 hasebiyle, AChE’yi ekarte
ederek BChE'yi secici olarak hedef alan inhibitorlerin gelistirilmesi zorlu bir siiregtir.
Naftamid bilesikleri, izosorbit analoglari, fenserin bazli bilesikler, paltanik asit
tirevleri ve karbamat bazli bilesikler gibi ¢esitli seletif BChE inhibitorleri

raporlarnmasina ragmen bu bilesiklerden oldukca sinirli bilesikler (bisnorsimserin ve
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eptastigmin) klinik calismalara gegmistir. Bu nedenle, yeni segici BChE inhibitorii

molekiillerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Jiang et al. 2019)

1.3. Siilfonamidler

Yapisal olarak —SO2NH- taslak yapisina sahip Silfonamid ve siilfonilamid
tirevi molekiiller —SO2NH- iskelet grubundaki farkli fonsiyonel birimlerin
degisimiyle kemoterapétik, ditiretik, antiepileptik ve antiglokom gibi oldukca ¢esitli
terapotik etkiler sergileyebilen 6nemli bir ila¢ grubudurlar (Oztiirk vd. 2020).

Klinikte siilfonamidlerin farmakolojik olarak kullanildig: aktiviteleri sunlardir:

Antibiyotik Etkinlik: Silfonamidlerin mikroorganizmalarin iireme ve gelismesini
engelleyerek antibiyotik etki gosterdigi giiniimiizde aydinlatilmistir. Cogu
mikroorganizama genetik materyallerin sentezinin gergeklesebilmesi i¢in folik asit
elzemdir. Bakteriler, folik asidin sentezini endojen olarak gergeklestirirler. Endojen
olarak folik asidin sentezinin ger¢eklesebilmesi igin paraaminobenzoikasite (PABA)
gereksinim duyulur. PABA vyapisal olarak siilfonamidlere benzerlik gosterdiginden
dolay1 ortamda siilfonamidlerin yeter miktar oldugu kosullarda siilfonamid PABA
yerine alinir. Boylece folik asit biyosentezi gergeklesemez. Bu nedenle de bakteri
iremesi gerceklesmez (Yonar ve Saglam 2013). Siilfonamidler gostermis olduklari
bakterid etkinin yan1 sira bazi mantarlara (Pneumocystis carinii) ve protozoalara kars1
da inhibitor aktivite gosterir (Ovung and Bahattacharyya, 2021).

Karbonik Anhidraz Inhibisyonu: Siilfonamidler goziin siliyer siireclerinde (CA 1I,
IV ve XII gibi) bulunan CA izoenzimlerinin inhibisyonu neticesinde antiglokom
olarak kullanilirlar. Metazolamid, Asectazolamid, metazolamid, etokszolamid ve
diklorofenamid yaygin olarak kullanilmakta olan antiglokom ilaglaridir. Ayrica bu CA
inhibitorleri olan siilfonamidlerden bazilart hem CA IX hem de CA XII'yi inhibisyona
ugrattigi one siiriilmiistiir. Bu tiir bilesiklerin ¢ogunlugu, tiimoérle iligkili bu CA
izoformlarimi hedeflemek amaciyla gelistirldi. (Carta et all. 2012). Dahas1 giiglii bir
CA inhibitorii olan asetozolamid akut dag hastaliginin en yaygin kullanilan ve ¢alisilan
ilagtir (Leaf, and Goldfarb 2007).

Siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibisyonu: Yapilan ¢alismalarda spesifik olarak COX-
2 inhibitérii molekiillerin klasik non-steroidal anti inflamatuar ilaglar kadar gii¢lii bir

sekilde analjezik ve antiinflamatuvar etki gosterdig, ayrica nispeten daha az sindirim
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sitemi lizerinde yan etkilere neden oldugu belirtilmistir. Bu molekiillerin esas
yapilarinda, geleneksel non steroidal anti inflamatuar ilaglara 6zgili olan karboksilat
grubu bulunmamakta; karboksilat grubunun yerine COX-2’nin aktif bolgesindeki Arg-
513 ile etkilesime girebilen siilfon veya siilfonamid yapilari mevcuttur. (Goksen ve
Kelekei 2010)

Reseptor Tirozin Kinaz Inhibisyonu: Reseptor ve reseptor olmayan protein tirozin
kinazlar, hiicrenin metabolizmasi, farkilagmasi ve biiylimesi ve gégiinde regulatif olan
hiicre sinyallesme proseslerinde esas enzimlerdir. Son yillarda kanser tedavisinde bu
enzimlerin spesifik inhibisyonu yeni metot olmustur Giiniimiizde ¢esitli tirozin kinaz
inhibitorleri kullanilmakta olup pazopanip bu grupta olan bir siilfonamid tiirevidir

(Carta et al. 2012).
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IKINCI BOLUM
2. KURAMSAL TEMELLER
CA enziminin ilk olarak karakterizasyonu birbirlerinden haberdar olmayan
Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien tarafindan 1933 yilinda sigir
eritrositlerinden gergeklestirilmistir. (Meldrum and Roughton 1933). 1944 yilinda
Keilin ve Martin CA enziminin katalitik giicli ile Zn iyonu arasinda korelesyon

oldugunu belirtmis ve CA enzimi tanimlanmis olan ilk metalloenzim olmustur. (Keilin

and Martin 1944).

CA enzimi, memeli dokulari, mantar, bitki, bocek, fare ve suda yasayan

canlilar gibi ¢ok sayida canlida zamanla kesfedilmistir (Krungkrai et al. 2001).

1961 yilinda enzimlerin siniflandirilmasimin gelisimi ile birlikte CA enzimi
siif 4 enzim olarak tasnif edilmistir. 1976 yilina kadar yalnizca I ve II izoenzimleri
bilinirken giliniimiizde 18 izoenzimin tamaminin hangi genetik aileye ait oldugu (alfa
beta gama); fonksiyonel farkliliklar1 ve yapilart aydinlatilmistir (Supuran and Gyorgy
2015).

CA enziminin ilk grubu olan o-CA 1930 yilinda omurgulalilardan
kesfedilmistir. 1990’ nin baslarinda bitkilerden elde edilen ikinci bir CA tiirii elde
edilmis; 1994 yilinda da {igiincii bir tiir CA arkebakterilerde tanimlanmistir. Bununla
birlikte, Chlamydomonas reinhardtii ve karasal bitkilerde hem o hem p CA tiiriine
rastlanilmas1 hasebiyle Karbonik anhidrazlarin tasnifi i¢in daha uygun bir
terminolojiye ihtiya¢ duyuldugu anlasilmis olup Tasnif i¢in Yunan harflerinin
kullanilarak tasnif edilmesi kabul edilmistir. Son CA aile n-CAs ve {-CA’lar sirasiyla
2015 ve 2016 yillarinda tespit edilmistir (DiMario, R. J. et al. 2018)

CA izoenzimlerinin katalitik siireglerinin iyi bir sekilde anlagilmis olmasi,
organizmada siklikla bulunmalar1 ve fizyolojik/patolojik siire¢lerde oldukga etkili
olmasindan dolay1 bu enzimler uzun siiredir 6nemli farmakolojik hedef halindedirler

(Geldeard 2009).

1940 yilinda CA enzimlerinin Siilfonamidlerce inhibe edildigi anlagilmistir. Bu
inhibisyonda Siilfonamidlerde mevcut olan NH2 grubu enzimde bulunan metal

iyonuna baglanir. Zamanla siilfonamidlerin Karbonik Anhidrazlarda bulunan metali
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baglayabilmek icin iyonize olmalar1 gerektigi anlagilmistir. Bu nedenle siilfonamid
grubunun diisiik pKa’larinda inhibisyon daha iyi bir sekilde gerceklesir (Jonsson and
Lijas 2020). CA enzim inhibisyonu, diiiretikler, antineoplastik, antikonviilsan ve

antiglokom gibi ¢ok sayida terapotik amacla kullanilmaktadir (Carta et al. 2019).

Siilfonamid tiirevi bilesiklerin CA inhibitorleri olarak ilk kullanilan bilesikler
olmasinin ardindan ¢ok sayida CA inhibitorii olusturulmasina ragmen siilfonamidin
CA enziminin Zn grubunu bagladig: bilesikler halen terapotik olarak kullanilan en

giiclii bilesiklerdir. . (Carta et al. 2014).

Siilfonamid tiirevi ilaglar, oldukga etkili CA inhibitorleri olarak uzun zamandir
terapotik amacli kullanilsalar da bu ilaglarin CA izoenzimlerine selektifliklerinin
olmamasi bu ilaglarin ciddi yan etkiler meydana getirmesine sebebiyet vermektedir.
Bu minvalde giinimiizde CA izoenzimine 6zgiil siilfonamidlerin gelistirilmesine

iliskin ¢alismalar mevcuttur(Winum et al. 2009).

CA-IX ve CA-XII izoenzimleri tiimdér progresyonunda rol oynayan
izoenzimler olup bu rollerinden dolay1 bu izoenzimleri inhibe eden ajanlar gelistirmek
cok sayida calismada hedef olmustur. Bu husuta ilki spesifik antibadiler, ikincisi de
bu izoenzimlerin katalitik bolgesini hedef alan kiigiik bilesikler gelistirmek olmak

tizere 2 temel yaklagim lizerinde durulmustur (Monti et al. 2013).

ACh’in kesfi ilk olarak Sir Henry Dale ve Arthur Erwins tarafindan 1913
yilinda gerceklestirilmigtir. Akabinde 1920 yilinda Otto Loewi tarafindan
norotransmitter olarak karakterize edilmistir. Bu dogrultuda 1936'da Henry Dale,

n

Nobel Fizyoloji veya Tip Odiiliinii " sinir uyarilarmin kimyasal iletimi ile ilgili

kesiflerinden dolay1 Otto Loewi ile paylasti. (Tansey 2006).

1940 yilinda Alles ve Hawes, Kolinesteraz Inhibitore substrat spesifikliklerine,
inhibitér duyarliliklarina ve dokularda dagilim farkliliklarina gore kolinesteraz

enzimlerini 2’ye ayirmislardir (Radic et al. 1993).

BChE cesitli noroaktif peptidlere ACh’e gore daha 6zgiil davranirken AChE,
ACh’e yiiksek derecede selektiftir. AChE temel olarak noronlarda ihtiva edilirken
BChE glial hiicrelerle baglantilidir. Saglikli bir beyinde Kolinesteraz katalitik isevinin
80’ini AChE, %20’sini BChE enzimi gergeklestirir. Kolinerjik norotransmisyonda
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AChE’nin islevi iyi bir sekilde bilinmesine ragmen BChE'nin fonksiyonu yeterince
anlasilamamistir (Greig et al. 2001).

Terapotik olarak Kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu sinaptik aralikta

diismiis ACh diizeylerini arttirmak amaciyla kullanilmaktadir (Soylu ve Karali, 2017).

AChE inhibitorleri terapétik amacgla myastenia gravis alzheimer, glokom,
ameliyat sonrasi ileus, mesane distansiyonu, gibi hastaliklarin tedavisinde  ve
antikolinerjik doz asimina kars1 antidot olarak lullanilmaktadir (Colovi¢ et al. 2013).
BChE enzim inhibitorleri ise AChE gibi alzheimer tedavisinde énem tasimaktadir

(Taylor et al. 2012).

Fizostigmin, Alzeihmer Hastaliginin tedavisi i¢in ilk {izerinde ¢alisilmis olan
Kolinesteraz inhibitorii idi. Fizostigminin Kan-beyin bariyerini (BBB) ge¢mesine
ragmen, terapotik indeksinin dar olmasi, yarilanma dmriiniin kisa olmasi ve bas agrisi,
bas donmesi, bulanti, kusma, bas agrisi, ishal gibi ¢cok sayida yan etki olusturmasi
nedenleriyle ilag onay almamis olup enzimatik incelemelerde fizostigmin bir referans
bilesik olarak kullanilmistir. Bu dogrultuda rivastigmin fizostigminin karbamat tiirevi

olup Alzeihmer tedavisinde kullanilmaktadir (Isik vd. 2012).

1993 yilinda Takrin, AH’nin tedavisinde FDA tarafindan kullanim onay1
almigtir. (Chiu and Wei 2017). Bu minvalde Donepezil, 1996 yilinda AHtedavisi igin
FDA tarafindan onaylanmis ikinci ilag olmustur (Soylu ve Karali, 2017).

Takrin, rivastigmin, galantamin, hurperzin A ve donepezil gibi anti
kolinesteraz ilaglarin Alzeihmer hastaligininda hastalik progresyonunu yavaslatmakta
faydali oldugu giintimiize kadar gosterilmistir (Chiu and Wei 2017). Fakat bu ilaclar
yiiksek diizey kullanimlarda ¢esitli yan etkiler gostermekte olup bu ilaglarinerapotik
etkinlikleri sinirlidir (Sharma 2019). Bu dogrultuda Fenserin, Tolserin, Esolerin ve
Tesofensin gibi kolinesteraz inhibitorleri gelistirilmistir Fakat bu ilaglar klinik 6ncesi

caligmalar siirecindedir. (Mehta et al. 2012).

Alzeihmer hastalarindaki noronlarin ciddi sekilde hasar gérmiis olmasi, BChE
seviyeleri fizyolojik durumun %120'sine yiikselmesi AChE seviyeleri onarilamaz
sekilde %90'dan fazla azalmis olmasi nedenleriyle Alzeihmer tedavisinde AChE
inhibitorlerinin tedavi siiresi sinirhidir. Bu dogrultuda BChE, devam eden AD'de telafi

edici bir enzim olarak ¢ok 6nemli bir rol oynar. BuChE'in anormal B-amiloid (Ap)
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birikimi ile yiliksek diizeyde iliskili oldugu gosterilmistir. Bu nedenlerle Cesitli
caligmalar BuChE enzim inhibisyonunun ilerlemis alzeihmer hastalig1 tedavisi igin

potansiyel bir hedef oldugunu ileri siirmistiir (Zhou and Huang 2022).

2009 yilinda Girisha vd. tarafindan piperidin siilfonamid tiirevlerini
sentezlenerek bu tiirevlerin AChE iizerinde inhibisyon etkilerini etkileri 3 farkli
meteryalde (Fare, Insan serumu ve Electric eel) incelenmistir. Incelemeler neticesinde
bulunan IC50 degerleri Neostigmine standarti ile karsilastirilmistir. Inceleme

soncunda sentezlenen 9 tiirevden 3’1 standarda yakin degerler géstermistir (Girisha et

al. 2009).

2015 yilinda Bag vd. AChE ve BChE enzimlerine karsi -etkilerini
belirleyebilmek icin yeni 28 adet siilfonamid tiirevi bilesik sentezlemis olup bu
siilfonamid tlirevlerinden 14,19 ve 26 kodlu bilesikler standart bilesiginin IC50
degerleri ile karsilastirildiginda bilesiklerin inhibitdr islevi gérmede umut vadettigi

goriilmustiir (Bag vd 2015).

2015 yilinda Riaz vd. tarafindan yeni piridin siilfonamid tiirevi bilesikler
sentezlenmis olup, bu siilfonamid tiirevi bilesiklerin a-glukosidaz, AChE ve BChE
enzimlerine karsi etkilerini belirleyebilmek igin in vitro c¢alismalar yapilmustir.
Sentezlenmis olan bu tilirevlerden 4a bilesiginin bu 3 enzim ile kayda deger bir sekilde

etkilesime girdigi anlasilmistir (Riaz et al. 2015).
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UCUNCU BOLUM

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Sentez ve biyokimya calismalarinda kullanilan analitik safliktaki kimyasallar,

Sigma-Aldrich ve Merck gibi firmalardan satici firmalar araciligiyla tedarik edilmistir.

3.1.1. Kimyasal ¢alismalarda kullamlan cihazlar ve yapilan analizler

Evaporator: IKA marka evaporator ¢oziiciilerin uygun kosullar altinda
ortamdan uzaklastrilmasinda kullanildi.
Isitici: Velp marka magnetik 1siticili karistiriclar, reaksiyon ortaminin
1s1tilmasi ve/veya karistirilmasinda kullanildi.
Erime Noktasi:: Barnstead 1A9100 Electrothermal Digital Melting Points
marka cihaz ile kati bilesiklerin erime araliklari tayin edildi.
Elemental Analiz Tayini ve Cihazi: Thermo Scientific Flash 2000 model
elemental analiz cihazi ile (C, H, N, S) tespit edildi. Bu analizler, Batman
Universitesi, Kimya ve Kimyasal Isleme Teknolojileri Boliimii
laboratuvarinda yapildu.
FT-IR Spektroskopisi ve Analizi: Agilent Cary 630 FTIR (ATR)
Spektrometresi ile 400-4000 cm™ araliginda spektrumlar alinarak grup
tayinleri yapildi. Bu analizler, Dicle Universitesi, Eczacilik Béliimii, Analitik
Kimya Arastirma Laboratuvar’inda yapildi.
NMR Spektroskopisi ve Analizi:
> Sentez sonucu elde edilen bilesiklerin *H NMR spektrulari, Giresun
Universitesi  Universitesi, Merkezi Arastrma Laboratuvari’inda
(GRUMLAB) Bruker AVANCE III marka 400 MHz spektroskopi ile
yaklasik 10 mg maddenin DMSO-dg igindeki ¢6zeltisinden alindi.
> Sentez sonucu elde edilen bilesiklerin 3C NMR Spektrumlari, Giresun
Universitesi  Universitesi, Merkezi Arastirma  Laboratuvari’inda
(GRUMLAB) Bruker AVANCE III marka 100 MHz spektroskopi ile
yaklasik 20 mg maddenin DMSO-dg igindeki ¢ozeltisinde alindi.
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o Mikro plaka okuyucu: Thermo Scientific Multiskan GO (Inhibisyon
caligmalarinin yapilmasit ve aktivite degerlerinin belirlenmesi i¢in
kullanildi).

. pH metre: Isolab masa iistii pH 06lgiim cithaz1 (Tampon c¢ozeltilerin
hazirlanmasi i¢in kullanildi).

o Hassas terazi: Ohaus (Kullanilan maddelerin hassas tartimi igin
kullanildi).

o Otomatik pipet seti: Eppendorf ve Isolab pipet setleri (Deneyler
esnasinda kullanilan c¢ozeltilerin  farkli ortamlara aktarilmasi igin
kullanildi).

. Magnetik kanistirici: IKA siticili manyetik karistirict  (Deneyler
esnasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in kullanildi).

o Saf su cihazi: Millipore ultra safsu cihazi kullanildi (Deneyler esnasinda
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi, kaplarin ve aletlerin temizlenmesi igin
kullanildi).

. Buzdolaplari: Beko (Deneyler esnasinda kullanilan c¢d6zeltilerin ve

enzimlerin muhafaza edilmesi i¢in kullanildi).
3.1.2. Tez c¢ozeltilerinin elde edilmesi

Tez calismasinda ¢ozeltiler ve malzemelerin temizligi i¢in su saf kullanildi.

Hazirlanan siilfonamid karisimlarinin seyreltilmesi i¢in ultra saf su kullanildik.

1. pH degeri 8,0 ve konsantrasyonu 100 mM olan TRIS-HCI ¢ozeltisinin
hazirlanmast: 1,211 g TRIS 90 mL saf su igerisinde ¢oziildii, konsantrasyonu 0,1 N
olan hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanilarak pH degeri 8,0’a ayarlandi ardindan hacmi
toplamda 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi (AChE enziminin aktivitesini

belirlemek i¢in kullanilan tampon ¢ozelti).

2. pH degeri 7,8 ve konsantrasyonu 100 mM olan fosfat tampon ¢ozeltisinin
hazirlanmast: 1,36 g KH2PO4 150 mL saf igerisinde ¢oziildii, konsantrasyonu 0,1 N
olan hidroklorik asit ¢6zeltisi ile pH degeri 7,8’e ayarlandi ardindan toplam hacmi 200
mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi (BChE enziminin aktivitesini belirlemek icin

kullanilan tampon ¢ozelti).
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3. 2 mM ACHhtI subtrat ¢dzeltisinin hazirlanisi: 2,98 mg AChtl tartilarak 5 mL

ultra saf su icerisinde dikkatlice ¢oziilerek hazirlandi.

4. 2 mM BChtl substrar ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3,17 mg BChtl tartilarak 5

mL ultra saf su icerisinde dikkatlice ¢oziilerek hazirlandi.

5.2 mM DTNB ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3,86 mg DTNB tartilarak 5 mL 100
mM’lik KH2PO4 (pH=7,8) tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.

6. 3 MM p-nitrofenil asetat (PNFA) substrat ¢ozeltisinin hazilanmasi: 14 mg
PNFA 1 mL asetonda ¢oziiliir daha sonra igerisine 24 mL ultra saf su konulmus ve
manyetik bar brakilan 50 mL bir behere aseton igerisinde ¢oziilen PNFA azar azar ve

yavasea ilave edilir.

3.2. Metod
3.2.1. Sentez Cahsmalari
Benzensiilfonat Esterlerinin Genel Sentez Yontemi (1-5)

Uygun fenolik aldehitler (2,3 mmol) ve trietilamin (EtsN) (4,6 mmol, 625 L),
10 mL CH>CI> ¢oziiciicii iginde hazirlanan ¢6zeltisi 1 saat boyunca oda sicakliginda
kuvvetli bir sekilde karistirildi. 10 mL CH2Cl; iginde ¢6ziinmiis benzensiilfonil kloriir
(2,3 mmol) ilave edildi. Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile reaksiyon izlendi.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra oda sicakligina sogutuldu ve ardindan 2 M HCI ve
etilasetat ile iki kez ekstrakte edildi. Organik fazlar susuz sodyum siilfat lizerinde
kurutuldu, siiziildii ve ardindan ¢oziicli evaprotérde buharlastirildi. Son olarak, ham

iiriin etanol ile kristallendirilerek saflastirildi (Basaran 2023).
Schiff Bazlarinin Genel Sentez Yontemi (6-10)

Uygun aril siilfonatlar (1 mmol) ve 4-(2-aminoetil)benzenesiilfonamit (1
mmol) ile 10 mL etanol igerisinde hazirlanan ¢ozeltisi 5 saat boyunca geri ¢eviren
sogutucu altinda karistirildi. Reaksiyonun tamamlanmasi TLC ile izlendi. Bundan
sonra oda sicakligina kadar sogutuldu. Elde edilen ham {iriin filtrasyonla uzaklastirildi,

petrol eteri ile iyice yikand1 ve etanol kristalizasyonu ile saflastirildi (Basaran 2023).

28



1.Basamak

e
s-cl
o}

1. EtzN, CH,Cl5 0 °C
2. refluks

2. Basamak

NH,
O\\ /©/\/

°s
HN"y

C,H50H, refluks

Sekil 3.1. Sentezlenen molekiillerin ¢ikis molekiillerinin sentez semast.
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Sekil 3.2. Sentezlenen siilfonamid tiirevleri (6-10)
3.2.2.Siilfonamid bilesikleri icin AChE / BChE inhibitor etkilerinin dl¢iilmesi

Elde edilen siilfonamid tiirevleri i¢in AChE ve BChE enzim
inhibisyonlarinin tespiti i¢in Ellman yontemi kullanildi (Ellman et al. 1961). Ellman
yontemine gbre enzim aktiviteleri multiplaka okuyucu  kullanilarak
spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yonteme gore DTNB (5,5’-ditiyo-bis-2-
nitrobenzoik asit) ve asetiltiyokolin iyodat/S-butiriltiyokolin iyodat substrat olarak
kullanilarak enzim reaksiyonlar1 oOlgiildii. Reaksiyon sonrasinda sari renkli

kompleksin siddeti 412 nm de 6l¢iilerek aktiviteler belirlendi.
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AChE / BChE enzimlerinin enzim tinitesi degeri hesaplanirken kullanilan formiil;

AOD Vr 1
EU/ml= X X
t VE 13,6

Enzim tinitesi hesaplama formiiltindeki simgeler asagidaki gibidir;

EU /ml : 1 ml ¢ozeltide bulunan enzim tinitesi degeri
AOD : Zamana gire absorbans farki degisimi

T : Zaman (Dk)

13,6 : DTNB i¢in ekstinksiyon katsayisi

Vr : Toplam hacim (ml)

VE : Kiivete katilan enzim miktart (ml)

3.2.3. Siilfonamid bilesikleri icin CA I/ Il inhibitor etkilerinin olgiilmesi

CA enzimi substrat olarak kullanilan PNFA 348 nm’de absorbsiyon veren p-
nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz edilir. Bu dalga boyunda absorbans artist
olgiilerek aktivite belirlenir (Verpoorte and Mehta 1967).

3.2.4. Siilfonamidler icin ICso degerlerinin tespit edilmesi

Sentezlenen siilfonamidler (6-10) igin yedi farkli inhibit6ér konsantrasyonunda
aktivite degerleri Olciildii. Elde edilen degerler kontrol degeri ile kiyaslanarak %
aktiviteye c¢evrildi. Sonrasinda imhibit6rlerin kullanilan miktarlart nM olarak
belirlendi ve kiivet konsantrasyonlar1 [I] belirlendi. Excel programi yardimi ile
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Elde edilen grafik egrisinin denklemi kullanilarak

ICso degerleri belirlendi (Lineweaver and Burk 1934).
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DORDUNCU BOLUM

4.1. ARASTIRMA BULGULARI

Sentezlenen siilfonamidler i¢in elde edilen sentez verileri agagidaki gibidir.

2-(((4-Siilfamoilfenetil)imino)metil)fenil benzensiilfonat Bilesigi (6)

W
AN

O\\ /©/\/ O\\ .0
HN- S ©/ 2

Sekil 4.1. Sentezlenmis olan 6 numarali stilfonamid tiirevinin kimyasal yapis1

Bilesik 6 verilen yonteme gore, agik sar1 kat1 halde, %78 verim ile elde edildi.

Erime noktasi: 143-145 °C. FT-IR (cm™, vmax): 3320 (N-H), 3161, 3065 (C-H),
1638 (C=N), 1373 ve 1148 (SO2). 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 8.07 (s,
1H, -CH=N), 7.89 — 7.79 (m, 4H, ArH), 7.75 (d, = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.66 (t, J = 7.9
Hz, 2H, ArH), 7.58 — 7.49 (m, 1H, ArH), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.39 (d, J =

7.

5 Hz, 1H, ArH), 7.31 (s, 2H, -NH), 7.20 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 3.63 (t, J = 7.1

Hz, 2H, —CH2-), 2.87 (t, J = 7.2 Hz, 2H, —CH2-). 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz,
ppm): ¢ 154.99 (C=N), 148.60, 144.45, 142.39, 135.86, 134.17, 132.61, 130.38,
129.76, 129.16, 128.76, 128.30, 127.88, 126.09, 123.82 (ArC), 61.97 (CH,), 36.86
(CHy). Elemental Analiz (C21H20N20s5S2), Hesaplanan: C, 56.74; H, 4.54; N, 6.30;

S,

Transmittance [%]

14.42%. Tespit edilen: C, 56.61; H, 4.57; N, 6.48; S, 14.35%.
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Sekil 4.2. Sentezlenmis olan 6 numarali siilfonamid tiirevinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.4. Sentezlenmis olan 6 numarali siilfonamid tiirevinin 13C NMR spektrumu
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4-(((4-Siilfamoilfenetil)imino)metil)fenil benzensiilfonat Bilesigi (7)

v NH
\S 2

Sekil 4.5. Sentezlenmis olan 7 numarali siilfonamid tlirevinin kimyasal yapist

Bilesik 7 verilen yonteme gore, beyaz kati halde, %75 verim ile elde edildi.
Erime noktasi: 150-152 °C. FT-IR (cm™, vmax): 3334 (N-H), 3096, 3057 (C-H),
1641 (C=N), 1341 ve 1141 (SO). 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): J 8.28 (s,
1H, -CH=N), 7.89 — 7.85 (m, 2H, ArH), 7.83 (d, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.74 — 7.66 (m,
6H, ArH), 7.44 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.30 (s, 2H, -NH>), 7.10 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
ArH), 3.82 (t, J = 7.2 Hz, 2H, —-CH>-), 2.99 (t, J = 7.0 Hz, 2H, -CH>-). 13C NMR
(DMSO-ds, 100 MHz, ppm): & 160.48 (C=N), 150.82, 144.61, 142.36, 135.64,
135.52, 134.56, 130.34, 129.87, 129.78, 128.69, 126.06, 122.88 (ArC), 61.68 (CH>),
36.90 (CH2). Elemental Analiz (C21H20N205S2), Hesaplanan: C, 56.74; H, 4.54; N,
6.30; S, 14.42%. Tespit edilen: C, 56.78; H, 4.52; N, 6.23; S, 14.49%.
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Sekil 4.6. Sentezlenmis olan 7 numarali siilfonamid tiirevinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.8. Sentezlenmis olan 7 numarali siilfonamid tiirevinin 13C NMR spektrumu
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1-(((4-Siilfamoilfenetil)imino)metil)naftalen-2-il benzensiilfonat Bilesigi (8)
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Sekil 4. 9. Bilesik 8’in kimyasal yapisi

Bilesik 8 verilen yonteme gore, sar1 kati halde, %77 verim ile elde edildi.
Erime noktasi: 132-134 °C. FT-IR (cm™, vmax): 3301 (N-H), 3166, 3037 (C-H),
1642 (C=N), 1369 ve 1155 (SO2). 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 4 8.86 (d,
J=7.4Hz, 1H, ArH), 8.42 (s, 1H, -CH=N), 8.10 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH), 8.0 (d, J
=7.4Hz, 1H, ArH), 7.86 (d, J = 7.7 Hz, 3H, ArH), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 7.67
(t, J=7.0 Hz, 2H, ArH), 7.59 (d, J = 2.7 Hz, 2H, ArH), 7.49 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ArH),
7.40 — 7.30 (m, 3H, ArH ve —NH>), 3.74 (t, J = 7.9 Hz, 2H, -CH>-), 3.00 (t, J = 7.9
Hz, 2H, —CHz-). 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): d 157.10 (C=N), 147.77,
14458, 142.47, 135.87, 134.49, 132.92, 132.42, 131.03, 130.45, 129.82, 128.85,
128.71, 128.67, 127.25, 126.78, 126.11, 123.92, 121.68 (ArC), 63.42 (CH2), 36.92
(CHy). Elemental Analiz (C2sH22N20s5S2), Hesaplanan: C, 60.71; H, 4.48; N, 5.66;
S, 12.96%. Tespit edilen: C, 60.74; H, 4.39; N, 5.74; S, 13.03%.
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Sekil 4.10. Sentezlenmis olan 8 numarali siilfonamid tiirevinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.11. Sentezlenmis olan 8 numarali siilfonamid tiirevinin 1H NMR spektrumu
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2-Methoksi-6-(((4-siilfamoilfenetil)imino)metil)fenil benzensiilfonat Bilesigi (9)

0 N
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O]

Sekil 4.13. Sentezlenmis olan 9 numarali siilfonamid tiirevinin kimyasal yapisi

Bilesik 9 verilen yonteme gore, kirli beyaz kati halde, %73 verim ile elde edildi.
Erime noktasi: 152-154 °C. FT-IR (cm™, vmax): 3365 (N-H), 3107, 3066 (C-H),
1639 (C=N), 1342 ve 1170 (SO). *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): J 8.13 (s,
1H, -CH=N), 7.89 — 7.83 (m, 3H, ArH), 7.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.70 (t, J = 7.8
Hz, 2H, ArH), 7.48 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.44 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ArH), 7.34 (d, J
=8.1Hz, 1H, ArH), 7.31 (s, 2H, -NH2), 7.20 (d, J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 3.64 (t, J = 6.9
Hz, 2H, -CH2-), 3.54 (s, 3H, -OCHs3), 2.92 (t, J = 7.2 Hz, 2H, —-CH>-). 3C NMR
(DMSO-ds, 100 MHz, ppm): § 152.54 (C=N), 155.82, 144.46, 142.39, 138.17,
135.81, 135.40, 130.82, 130.07, 129.75, 128.60, 128.53, 126.09, 118.74, 115.60
(ArC), 62.11 (CHy>), 56.28 (OCH?3), 36.81 (CH.). Elemental Analiz (C22H22N205S>),
Hesaplanan: C, 55.68; H, 4.67; N, 5.90; S, 13.51%. Tespit edilen: C, 55.72; H, 4.71,
N, 5.83; S, 13.59%.
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Sekil 4.14. Sentezlenmis olan 9 numarali siilfonamid tiirevinin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.16. Sentezlenmis olan 9 numaral siilfonamid tiirevinin 13C NMR spektrumu



2-Methoksi-5-(((4-siilfamoilfenetil)imino)metil)fenil benzensiilfonat Bilesigi (10)

Sekil 4.17. Sentezlenmis olan 10 numaral: siilfonamid tlirevinin kimyasal yapist

Bilesik 10 verilen yonteme gore, kirli beyaz kati halde, %76 verim ile elde
edildi. Erime noktasi: 147-148 °C. FT-IR (cm™, vmax): 3283 (N-H), 3173, 3062 (C-
H), 1648 (C=N), 1377 ve 1162 (SO2). 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 8.20
(s, 1H, -CH=N), 7.83 (d, J = 8.5 Hz, 3H, ArH), 7.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.67 (d,
J =7.4Hz, 2H, ArH), 7.59 (dd, J = 8.6, 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.53 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
ArH), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.31 (s, 2H, -NHy), 7.11 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH),
3.78 (t, J = 7.0 Hz, 2H, -CH>-), 3.51 (s, 3H, -OCH3), 2.98 (t, J = 6.9 Hz, 2H, -CH>—
). 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 6 153.53 (C=N), 160.01, 144.70, 142.34,
138.14, 135.35, 135.32, 129.89, 129.80, 129.51, 129.30, 128.66, 126.03, 122.28,
113.69 (ArC), 61.55 (CH2), 56.50 (OCHs), 36.98 (CH2). Elemental Analiz
(C22H22N205S2), Hesaplanan: C, 55.68; H, 4.67; N, 5.90; S, 13.51%. Tespit edilen:
C, 55.69; H, 4.63; N, 5.98; S, 13.42%.
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Sekil 4.18. Sentezlenmis olan 10 numarali siilfonamid tiirevinin FT-IR spektrumu

40



ONeOOMUITATNNNOTONND OO =) O T
OINTNOOITOAANEMONTNO - QOO
NOORRrOOOQOWOIDITTEHO L K
RREREKERERREE SRR mnodagy

T U . ¥y ¥
SomoaToon EE
S@aooaaooH o8 o
R R R

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7I 6 5 4 3 2 1 0
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Sekil 4.20. Sentezlenmis olan 10 numarali siilfonamid tiirevinin 13C NMR

spektrumu

Calismamizin enzim inhibisyon verileri asagidaki gibi belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve istenmeyen yan iirlinler
olusmadan tam iirlin olusumunu saglayan biyokatalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu
2021). Enzimatik tepkimeler sirasinda, substratlar farkli molekiillere, yani {irlinlere
dontigiirler. Canli organizmalarin metabolizmasinda gerceklesen hemen hemen tiim
tepkimeler, enzimlerin katilimini gerektirir. Enzimler, substratlarina son derece se¢ici
bir sekilde etki ederler. Bu nedenle, bir hiicre i¢inde bulunan farkli enzim gruplari,
hangi metabolik yollarin aktif oldugunu belirler, ¢iinkii bir¢ok potansiyel tepkimeden
sadece birkacini hizlandirirlar. Genellikle, enzimler ileri ve geri tepkimelerin
dengesini bozmaz, bunun yerine tepkimelerin hizin1 kontrol ederler (Senturk 2017,
Keha ve Kiifrevioglu 2021).

CA izoenzimleri, CO; molekiiliiniin bikarbonat ve H* iyonlarina doniisiimiinii
katalize eden metaloenzimlerdir ve bu reaksiyon geri doniisiimlii olarak gerceklesir
(Orhan et al. 2022). CA'lar, arkealar, bakteriler, omurgalilar, protozoalar ve yesil
bitkilerin kloroplastlarinda bulunur (Orhan et al. 2022). CA'lar, metabolizma
stireglerinde pH diizenlemesi, elektrolit sekresyonu, biyosentez ve tiimor olusumu gibi

birgok fizyolojik siiregte gorev alirlar (Carta et al. 2012; Soydan et al. 2020).

AChE enzimi inhibe edildiginde, sinir sisteminde ACh birikmeye baslar ve
merkezi sinir sisteminde yiiksek seviyelerde ACh, duyusal ve davranigsal
bozukluklara, koordinasyon problemlerine, motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve

solunum yetmezligine yol agabilir (Chang ve Strichartz 2005).

AChE inhibitorleri, cesitli biyolojik etkinliklere sahip genis bir yelpazeyi
kapsarlar (Colovic et al. 2013). Bu toksinler dogal olarak meydana gelir ve AChE'yi
giiclii bir sekilde inhibe ederler. AChE inhibitorleri, silah olarak sinir gazlar1 seklinde
kullanilabilirler, insektisit olarak kullanilirlar ve ayrica ndromiiskiiler bir hastalik olan
Myastenia gravis'in tedavisinde, glaukoma tedavisinde, postural tasikardi
sendromunun tedavisinde, antikolinerjik zehirlenmelere kars1 panzehir olarak, non-
depolarizan kas gevseticilerin etkisini tersine ¢evirme amactyla, apati gibi hastaliklarin
noropsikiyatrik semptomlarinin tedavisinde kullanilabilirler. Ayrica, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklarinin tedavisinde, ndrodejeneratif bozukluklar gibi semptomatik

tedavilerde, gorsel haliisinasyonlar gibi psikotik belirtilerde, sizofreni hastalarinda
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bilissel bozukluklarin tedavisinde, otizmin tedavisinde ve uyku diizenini hizli bir
sekilde tesvik etme ve uyuma siiresini artirma amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir
(Singh et al. 2008; Ribeiz et al. 2010; Handen et al. 2011; Taylor et al. 2012; Choi et
al. 2013).

Calismamizda hedeflenen bilesikler karakterize etmek i¢in elemental analiz
(CHNS) ve yapilarinin aydinlatilmasinda FT-IR, *H- ve *C-NMR spektroskopik
yontemler kullanildi. Siilfonamit yapisina sahip Schiff bazi bilesiklerinin FT-IR
spektrumlari incelendiginde, yapidaki N-H ve Schiff bazi olusumunu gosteren -C=N-
gerilme titresim bantlar1 sirasiyla 3283-3365 ve 1638-1648 cm™ civarinda ortaya
ciktigr belirlendi. SOz fonksiyonel grubunun varligimi temsil eden asimetrik ve
simetrik germe bantlar1 S=O titresimleri sirastyla 1341-1377 ve 1141-1170 cm™
civarinda goézlenlendi. Shiff bazlarinin (6-10) *H NMR spektrumlari inceledigimizde,
8.42-8.07 ppm’de azometin protonu (-N=CH-) i¢in karakteristik bir singlet
gozlemlendi. Siilfonamit yapisindaki NH2 protonlar singlet olarak 7.30-7.31 ppm de
rezonans oldugu saptandi. Aromatik protonlar, aromatik bolgede 7.10 ve 8.86 ppm
rezonans oldugu belirlendi. 9 ve 10 nolu bilesiklerinin -OCHz3 protonlar1 3.51-3.54
ppm'de singlet olarak rezonans oldugu saptandi. Schiff bazlarmin 3C NMR
spektrumlarinda, Schiff bazi olusumunu destekleyen -N=CH- karbonlar1 152.54 ppm
ile 160.48 ppm arasinda sinyal verdigi belirlendi. Bu bilesiklerin aromatik
karbonlarina bagli olarak ortaya c¢ikan sinyaller 113.69- 160.61 ppm’de belirlendi.
Bilesik 9 ve 10’nun -OCHs karbonlar1 yaklagik 56 ppm'de tespit edilmistir. Ayrica
elementel analiz (C, H, N, S) verileri onerilen yapilar i¢in uygundur. Sonu¢ olarak

karakterizasyon verilerinin molekiil yapilariyla uyumlu oldugu belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin ¢alisilan enzimler ig¢in 1Cso degerleri asagidaki gibi

hesaplanmaistir:
Inhibitor CAl (nM) CAIll (nM) | AChE (nM) BChE (nM)
6 21,51 23,94 27,94 16,18
7 25,54 26,73 28,12 17,77
8 20,41 16,61 31,87 25,67
9 30,98 29,93 34,43 36,03
10 19,04 16,39 35,54 36,37
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» Son yillarda farmasétik agidan hedef olarak goriilen enziler iizerinde birgok
calismada yapilmaktadir. Bu c¢aismalarin asil amasi yeni ilag molekiilleri
kesfetmektir. En eski sentetik antibakteriyel ilag grubu olan siilfonamidlerin de
bu baglamda yeni tiirevlerinin sentezlenmesi kullanim sahasinin ¢ok genis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tez c¢alismamizda yeni siilfonamid
tiirevleri sentezleteyerek sonrasinda spesifik inhibitorii olduklar: bilinen CA
izoenzimleri lizerinde denendi. Sonrasinda ise AChE ve BChE gibi son yillarda
tizerlerinde ¢ok farkli molekiillerin denendigi baska bir grup farmasétik hedef
tizerinde deneme yaptik.

» Bu calismalar sonucunda sentezledigimiz 6-10 numarali molekiillerin
sonderece etkili CA inhibitorleri oldugunu. Ayn1 zamanda AChE ve BChE
enzimleri {izerinde de son derece basarili sekilde inhibisyon gosterdiklerini
sOylemek miimkiindiir.

» Kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaligi basta olmak iizere birgok
norodejeneretif hastaligin tedavisinde kullanildigi  bilinmektedir. CA
inhibitorlerinin de basta glukom, 6dem olmak {izere bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilabilmetedir. Bu durum sentezlenen ve bu enzimler
tizerindeki etkinlikleri belirlenen siilfonamid tiirevi bu molekiillerin bir¢ok
hastalik  tedavisinde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.
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