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OZET

1-(4-Aminosulfonilfenil)-3-(4-stbstituefenil)-5-(tiyofen-2-il)-2-pirazolin

Bilesiklerinin Sentezi ve Karbonik Anhidraz Inhibe Edici Etkilerinin Arastiriimasi

Amag: Bu tez c¢alismasinda yapisinda silfonamid grubu igeren 1-(4-
aminosulfonilfenil)-3-(4-substitlefenil)-5-(tiyofen-2-il)-2-pirazolin bilesiklerinin
sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin hCA I ve Il izoenzimleri (izerinde inhibe edici
etkilerinin arastiritlmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: ilk kademede Claisen-Schmidt Kondenzasyon yontemi ile
A1-A8 salkon tiirevleri sentezlenmistir. Ikinci kademede Katalitik miktarda glasiyel
asetik  asit iceren etanol icinde ¢O6zinmis Al1-A8 bilesiklerinin, 4-
hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir ile kondenzasyon reaksiyonu sonucunda
benzensulfonamid igeren 1,3,5-trisubstitlie pirazolin tirevi B1-B8 bilesikleri
sentezlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin CA inhibisyon aktivitesi, hCA 1 ve |l
izoenzimleri Uzerine esteraz aktivitesi Ol¢iilerek arastirilmistir.

Bulgular: B1-B8 bilesikleri %41-85 verimle sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin kimyasal yapilari *H NMR, *C NMR ve HRMS ile dogrulanmustir. Bu
bilesiklerin ICs degerleri hCA I igin 299.48-521.84 nM, hCA Il igin 427.25-523.02 nM
araliginda bulunmustur. Bilesiklerin Kjdegerlerinin hCA 1 i¢in 232.16-637.70 nM, hCA
I1igin 342.07-455.80 nM araliginda oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Sentezlenen bilesikler, klinikte kullanilan referans bilesik asetazolamid
ile karsilastirilabilir inhibisyon etkinligi gostermistir. Bu ¢alismada hCA I ve II’ye kars1
orta derecede etkinlik gdsteren yeni siilfonamidler sentezlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenoller, karbonik anhidraz inhibisyonu, pirazolinler,

salkonlar.



ABSTRACT

Synthesis and Investigation of Carbonic Anhydrase Inhibitory Activities of The
Compounds 1-(4-Aminosulfonylphenyl)-3-(4-substituephenyl)-5-(thiophene-2-yl)-

2-pyrazolines

Aim: In this study, it was aimed to synthesize the compounds of 1-(4-
aminosulfonyl phenyl)-3-(4-substituephenyl)-5-(thiophen-2-yl)-2-pyrazolines having
the sulfonamid scaffolds in their structures and to investigate the inhibitory effects of
the synthesized compounds toward hCA I and Il isoenzymes.

Material and Method: In the first step, chalcone derivatives (A1-A8) were
synthesized by Claisen-Schmidt Condensation method. In the second step, the
compounds  1,3,5-trisubstitue  pyrazoline derivatives (B1-B8), which have
benzenesulfonamide scaffolds, were synthesized by the condensation of A1-A8 with 4-
hydrazinobenzenesulfonamide hydrochloride in ethanol in the presence of catalitic
amount of glacial acetic acid. CA inhibitory activities of the synthesized compounds
were investigated by measuring esterase activities towards hCA | and Il isoenzymes.

Results: The compounds B1-B8 were synthesized with yields of 41-85%.
Chemical structures of the synthesized compounds were confirmed by *H NMR, *C
NMR and HRMS. ICs values of the compounds were found in the range of 299.48-
521.84 nM towards hCA | and the range of 427.25-523.02 nM towards hCA Il. K;
values of the compounds were in the range of 232.16-637.70 nM towards hCA | while it
was in the range of 342.07-455.80 nM towards hCA 1.

Conclusion: The synthesized compounds showed comparable inhibitory activity
with the reference compound, clinically used asetazolamide. In this study, a new
sulfonamides which showed moderate activity towards hCA | and hCA Il were
sytnhesized.

KeyWords: Carbonic anhydrase inhibition, chalcones, phenols, pyrazolines.
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1. GIRIS

Karbonik anhidraz (CA) izoenzimleri tiim canli organizmalarda yaygin olarak
bulunan metaloenzimlerdir.? Karbonik anhidrazlar basit bir reaksiyon olan
karbondioksit (CO,) ve bikarbonat (HCOj3) arasindaki doniisiimii katalizler. Bu
reaksiyon sayesinde pH kontrolii, iyon tasinmasi ve sivi salgilanmasi ile iligkili bircok
fizyolojik islem gergeklesir.3’4

Bircok hastalikta karbonik anhidraz izoenzimlerinin etkilerinin oldugunun
kesfedilmesi sonucunda bu enzimler potansiyel ilag hedefi olarak diisiiniilmiistiir ve bu

® Karbonik anhidraz

konu {izerine yapilan arastirmalar biliyilk oranda artmistir.
izoenzimleri antiglokom, antiobezite, antidilretik, antiepileptik, analjezik, anti-
inflamatuvar ve antitimor etkiler gosteren terap6tik ajanlar olarak klinikte
uygulanabilen ve en ¢ok arastirilan proteinlerden biridir.>’

Memelilerde simdiye kadar 16 farkli karbonik anhidraz izoenzimi tanimlanmastir.
Karbonik anhidraz | (CA 1) ile karbonik anhidraz Il (CA 1I) eritrositlerde ve sitozolde
yuksek konsantrasyonlarda bulunan iki temel karbonik anhidraz izoenzimleridir. CA 1l
tiim karbonik anhidrazlar icinde en aktif olandir.>*® Ayrica CA | ve CA I
inhibitorlerinde antiglokom ve ditiretik etkiler yaygin olarak gériilmektedir.’

Siilfonamidler ilk olarak kesfedilen organik karbonik anhidraz enzim
inhibitorleridir. Primer siilfonamid grubu igeren aromatik veya heterosiklik bilesikler
yeni karbonik anhidraz inhibitorleri kesfedebilme amaciyla yaygin olarak ¢alisilmistir.
Bu yapidaki siilfonamid tiirevlerinin iiyelerinden olan asetazolamid (AZA),
metazolamid (MZA), etoksizolamid (EZA) klinikte yaygin olarak kullanilan karbonik
anhidraz inhibitorleridir.’

Pirazolinler bes iiyeli halkada iki azot atomu iceren onemli bir heterosiklik

bilesik smnifidir.’® Antimikrobiyal, antimikobakteriyel, antifungal, antiamoebik, anti-



inflamatuvar, analjezik, antidepresan ve antikanser aktivitesi gibi dnemli baz1 biyolojik
etkilere sahiptirler. Bu bilesikler genellikle alkol igerisinde hidrazin ve hidrazin
tirevleri ile salkonlarin siklizasyon reaksiyonu yoluyla hazirlanir. Literatlr incelemesi
pirazolin ¢ekirdeklerinin oldukga kararli yapilar oldugunu ve biyolojik aktiviteye sahip
yeni bilesikler sentezlemek amaciyla tercih edildiklerini gdsterir.*? 2-pirazolinlerin
literatiirde tizerinde en sik ¢alisilan pirazolin tiirevi bilesikler oldugu gérﬁlﬁr.lo

Bu tez calismasinda 1-(4-aminosilfonilfenil)-3-(4-substittefenil)-5-(tiyofen-2-
il)-2-pirazolin bilesikleri siilfonamid grubu icerdiginden CA | ve Il enzimleri Gizerinde
inhibe edici etkilerini arastirilmasi tasarlanmistir. Boylece, CA inhibitérleri olabilecek

stilfonamid yapisinda yeni bilesikler bulunmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Karbonik Anhidraz Enzimi
Karbonik anhidrazlar, genetik olarak alt1 farkli sinif olan a-, B-, y-, -, (- ve 1-
aileleri seklinde tiim canli aleminde bulunur. Karbonik anhidrazlar, basit ama tiim canli
aleminde énemli bir reaksiyonu; yani CO,’in bikarbonat ve protona (H") hidrasyonunu
katalizler (Sekil 2.1).%*
CO, + H0 = HCO; * H'

Sekil 2.1. Karbondioksitin bikarbonata ve protona geri doniistimlii hidrasyonu

Karbondioksitin bikarbonata geri dontisiimlii hidrasyonu iki basamakli bir
reaksiyonla gerceklesir. Hidrasyonun ilk basamag: ¢inko (II) iyonuna (Zn*?) baglanan
niikleofilik bir hidroksinin atagi sonucu CO,’nin HCO3’e doniigiimiidiir. Bundan sonra
bir su molekiilii ¢inkoya baglanmis bikarbonatin yerine gecer ve bikarbonati ortama
salar. Ikinci basamakta bir proton, ¢inko bagli su molekiiliinden bir akseptére transfer
olur (Sekil 2.2).

H,0
CO, + EZIOH ___w EZMHCO; ___w. EZTH,0 + HCO,
B
EZ'"H,0 ——=  EZNOH + BH'

Sekil 2.2. Karbondioksit hidrasyon reaksiyonunun iki basamakli gosterimi

CO,, bikarbonat ve protonlar, filogenetik agagtaki tiim organizmalarda bir¢ok
fizyolojik islemde yer alan Onemli molekiillerdir. Sonucta, bu proteinler ylksek
miktarlarda ¢esitli dokularda ve hiicrelerde bulunur. Bu proteinleri kodlayan ilk genetik
aile, a-CA, omurgalilarda, protozoalarda, alglerde ve yesil bitkiler ile bakterilerin
sitoplazmasinda  bulunur.*** B-CA biyik oranda bakteri, algler ile mono- ve

dikotiledonlarin kloroplastlarinda bulunur, fakat ayn1 zamanda bazi alg ve mantarlarda



da bulunur. y-CA, alglerde ve baz1 bakterilerde bulunur, oysa 6- ve (-CA’nin yalnizca
deniz diatomlarinda bulundugu gorilmiistir. Tim bu organizmalarda, karbonik
anhidrazlar; solunum, metabolize edici dokular ve akcigerler arasinda CO,/bikarbonat
tasinmasi, pH ve CO; homeostazisi, g¢esitli doku/organlarda elektrolit sekresyonu,
biyosentetik reaksiyonlar (glukojenez, lipojenez ve (rojenez), kemik rezorbsiyonu,
kalsifikasyon, timor olusumu ve diger fizyolojik veya patolojik islemler ile baglantili
fizyolojik islemlerde yer alir.®

Simdiye kadar kesfedilmis tiim karbonik anhidrazlar metaloenzimlerdir. a-, - ve
8-CA aktif bolgelerinde Zn*? iyonu bulunur, y-CA’da muhtemelen demir (11) iyonu
(Fe*?) vardir fakat Zn*? veya kobalt (1) iyonlarina (Co*?) baglandigi zaman da aktiftir.
C-CA sinifi fizyolojik reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in kadmiyum (II) iyonu (Cd+2) veya
Zn*? kullanir. Bu bes enzim ailesinin ii¢ boyutlu yapisi oligomerizasyonlari nedeniyle
birbirinden ¢ok farklidir. a-CA normalde monomer ve nadir olarak dimer halindedir
(CA 1X ve XII). B-CA dimer, tetramer veya oktamer halinde; y-CA trimer halinde 3- ve
¢-CA ise muhtemelen monomer halinde bulunur.™

Memelilerde simdiye kadar izole ve karakterize edilen 16 farkli a-CA izoenzimi
vardir. Bunlar sitozolik (CA I, CA II, CA III, CA VII, CA XIlIl), membrana-baglh (CA
IV, CA IX, CA XII, CA XIV, ve CA XV), mitokondriyel (CA VA ve CA VB) ve salgi
(CA VI) enzimlerdir. Ayrica, CA-iliskili proteinler (CARP) olarak adlandirilan ve
katalitik olmayan sitozolik ii¢ tane formu vardir: Bunlar CARP VIII, CARP X ve CARP

XI'dir. 2713



2.1.1. Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin Yapis1 ve Reaksiyon
Mekanizmasi

Katalitik olarak aktif tiim izoenzimler aktif bdlgelerinde, korunmus {i¢ histidin
rezidis (His 94, His 96 ve His 119) ve bir su molekuli/hidroksil iyonu ile tetrahedral
sekilde baglanan bir ¢inko iyonu icerir.’ Enzim, yaklasik 15 A° derinlikte bir konik
yarik olusturan aktif bolgesi ile kiiresel bir yapiya benzemektedir. Kavitenin bir tarafi
hidrofobik rezidiilerden olugsmustur. Diger tarafi tirozin 199 (Thr 199) ve glutamik asit

106 (Glu 106) igeren hidrofilik rezidiiler igerir. Cinko iyonu bu kavitenin alt kismina
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yerlesmistir (Sekil 2.3).14’15
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Sekil 2.3. CA 1l izoenziminin aktif bélgesinin sematik olarak gosterimi

Karbonik anhidrazlarin katalitik mekanizmas1 yapilan ¢aligmalarla detayli olarak
arastirilmustir. Tiim enzim simiflarinda enzimin metal hidroksit tiirevleri (Ls-M*2-OH")
katalitik olarak aktif tlrleridir ve nétral pH’da giclu bir nikleofil olarak hidrofobik
cebin yakimima bagli CO, molekiliine atak eder.®** Bu metal hidroksit tiirleri aktif
bolge kavitesinin altinda bulunan metal iyonuna koordine olan sudan olusturulur (Sekil

2.4).}" Aktif merkez, su molekili/hidroksil iyonu ile birlikte ii¢ protein ligand: (Ls) ve



metal (11) (M*?) iyonlarindan tetrahedral yapida olusur, fakat y-CAlarda Zn*? ve Co*
ayni zamanda trigonal biprimidal veya oktahedral koordinasyon geometrisinde de

gbzlenmistir. Birgok enzimde, metal-bagli su molekiiliinden metal hidroksitin Gretimi

katalitik doniisiimde hiz belirleyici basamaktir.'®*’
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Sekil 2.4. a-Karbonik anhidrazlarin katalitik ve inhibisyon mekanizmasi

o-Sinif enzimlerde CO, substrati Zn*? iyonunun yakininda bulunan Val 121, Val
143 ve Leu 198 rezidulerinden olusan hidrofobik bir cebe baghdir (Sekil 2.4.B).
Nukleofilik atak icin tercih edilen bir pozisyona yonlendirilen CO,, Sekil 2.4.C’de
gosterildigi gibi Zn*? iyonu ile iki bag olusturarak bikarbonata doniisiir. Bikarbonatin
cinkoya baglanmasi1 daha kararsizken, ara trtiin C su molekull ile reaksiyona girerek
kolayca iirlin D’ye doniisiir ve ¢ozeltiye bikarbonat salar. Bu sayede enzimin asidik
formu olan metal iyonuna bagli su molekiilii olusturulur (Sekil 2.4.D) ve katalitik olarak

aktif degildir.



Enzim A’nin niikleofilik olarak aktif tirlerinin olusumu c¢inko-koordine su
molekiiliinden (D tiirleri) tampon ortamina bir protonun verilmesiyle gerceklestirilir,
ayni zamanda tiim prosesin hiz belirleyici basamagidir. Birgok CA izoenziminde ve
muhtemelen birgok enzim sinifinda proton tasima islemine katilabilen bir aktif bolge
rezidiisii bulunur. Insan karbonik anhidraz II (hCA II) ve diger insan izoformlar1 igin bu
rezidi His 64’tir. hCA II’de His4, His3, Hisl0 ve Hisl5 rezidiilerinden olusan bir
histidin kiimesi de proton tasinma islemine yardimci olmaktadir.

2.1.2.insan Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Memeliler 16 tane o-CA’ya sahiptir; bunlar CA [-XV, iki adet V-tip
izoenzimi,CA VA ve CA VB’dir. Primatlarda CAXV yoktur, bu yiizden sadece 15 tane
karbonik anhidraz bulunmaktadir. Bunlarin 12 tanesi katalitik aktiviteli (CA I-1V, IX ve
XI-X1V), kalan ¢l ise (CA VIII, X ve XI) CA-iliskili proteinler (CARP) olarak
adlandirilir ve katalitik aktiviteleri yoktur.5

Bir organizmada birden fazla CA izoenzimi bulunmaktadir. Bircok dokuda farkl
izoenzimler bir arada bulunur, fakat ayn1 zamanda sadece birinin baskin oldugu birkag
doku ve organ da vardir. Memeli karbonik anhidrazlar aktive veya inhibe edilebilme
Ozellikleri nedeniyle bir¢cok hastaligi tedavi etmek i¢in terapotik hedef olusturur. Su
anda, CA inhibitorii olugu bilinen diiiretik, antiglokom, antiepileptik, antiobezite ve
antikanser  ilaglar1  mevcuttur ve ¢esitli  memeli o-CA izoenzimlerini
hedeflemektedirler.™

1961 yilinda insan eritrositlerinden enzimin saflastirilmas: sonucunda iki form
aciga cikmistir. Birincisi, digerinden daha fazla miktarda bulundugu halde daha az
aktiviteye sahiptir. Ikinci form ise daha az miktarlarda bulunsa da, sigir CA enziminkine
benzer sekilde yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu yiiksek ve diisiik aktiviteli izoenzimler,

sirastyla CA II ve CA I olarak bilinmektedir."*



CA I, CO, hidrasyonu icin 1x 10° s* maksimum déniisim hizi ile yiiksek
aktiviteli bir izoenzimdir ve neredeyse her doku veya organdaki bazi hiicre tiplerinin
sitozoliinde eksprese edildiginden insan viicudunda en genis dagilima sahiptir.14

Bazi hiicrelerde CA 1I asit-baz homeostazisine katki saglamada temel bir rol
oynar. Gastrik paryetal hiicrelerin, iiriner asidifikasyonu olusturan renal tiibiiler
hlcrelerin ve kemik-rezorbe edici kompartmanlarda pH’y1 asite ¢eken osteoklastlarin
H" salgilamalarmi saglar. CA II pankreatik kanal hiicrelerinde, gdz sivisini iireten
siliyer cisimcik epitelinde, serebrospinal siviyr iireten koroid pleksusta, tiikriikk bezi
asinar hiicrelerinde ve elektrolit ve su dengesinin olusmasina yardimei olan distal kolon
epitelinde HCOj3 salgilanmasini saglar. CA II aym1 zamanda bobrekte proksimal
tiibiillerde, eritrositlerde ve akcigerde CO, degisimine katkida bulunur. Ayrica CA
II’nin yag asidi ve aminoasit sentezinde de rol oynadigi bildirilmistir.**

CA II’'nin secici aktivasyonu, p-adrenerjik stimilasyon sonucu siliyer
cisimciklerinde sivi olusumunu artirir ve bununla birlikte goziin arka odasina sivinin
tasinmasini da artirir, boylece goz i¢i basinci (IOP) artar. Bu nedenle IOP’u azaltmak
icin CA II’yi inhibe eden ilaglar kullanilmaktadir.*®

CA | insan eritrositlerinde CA II’ye gore 5-6 kat daha ¢ok bulunur, fakat
yaklagik olarak %15°1 kadar aktiviteye sahiptir. Boylece, eritrositlerde CA I toplam CA
aktivitesinin yaklasik %50’sine katki saglar. CA I, CI' ve diger halojen iyonlari ile
inhibisyona CA II’den ¢ok daha duyarliyken siilfonamid inhibitorlerine daha az
duyarhidir. CA 1 kirmizi kan hiicrelerinde hemoglobin haricinde en yaygin bulunan
protein olmasina ragmen eksikliginden kaynaklanan hematolojik bir anormallik
yoktur.**

CA I ve II izoenzimlerinin aktif bolge yapisindaki temel farklilik CA I’de ¢ok

sayida histidin rezidiisii bulunmasidir. Boylece, ¢inko ligandlarina (His 94, His 96 ve



His 119) ek olarak, His 64 katalizde 6nemli bir rol oynar. His 64, CA II’nin aktif
bolgesinde bulunan diger histidin rezidiisiidiir, oysa CA I’de boyle ii¢ tane rezidii vardir;
His 67, His 200 ve His 243. iki izoenzim arasindaki bir diger énemli farklilik CA II’nin
histidin kiimesi icermesidir. Bu histidin kimesi CA 1’de olmayan His 64, His 4, His 3,
His 10, His 15 ve His 17 (aktif bolgenin ortasindan kavitenin kenarina uzanan ve
proteinin ylizeyi iizerine ¢ikan) rezidiilerinden olusur. Bu iki izoenzim ayni zamanda iki
temel siif inhibitére farkli afinite gosterir: CA 1, anyonlara (siyanid, tiyosiyanat,
siyanat, halojendrler,vb. gibi) CA II’den daha fazla afinite gosterir. CA Il ise CA I’e
gore siilfonamide karsi daha yiiksek afiniteye sahiptir.19

Sonradan kesfedilen izoenzimler kesif sirasina goére numaralandirilarak
isimlendirilmistir. CA III ilk olarak 1974’te erkek sicanlarin karaciger homojenatinda
bulunmustur. CA III ¢ok diisiik aktiviteli bir izoenzimdir, CO, hidrasyonu icin aktivitesi
yalnizca CA II’ninkinin %]1°1 kadardir. Ayn1 zamanda CA III siilfonamidlere karsi
duyarsiz bir izoenzimdir.**

CA IV sigir akcigerinden 1982°de saflastirilmistir ve membran-iligkili bir enzim
olarak tanimlanmistir. Disiilfid baglarindan dolay1 kararli bir yapida olan, sodyum
dodesil siilfata (SDS) direngli ve 52 kDa agirhiginda bir glikoprotein oldugu
bulunmustur. CA IV nefronun bazi segmentlerindeki epitel hiicrelerinin apikal
yiizeylerinde, alt gastrointestinal yolda apikal hiicre membraninda ve kapiler endotel
hlcrelerinin hicre yuzeyinde eksprese edilir. CA IV enzimi de CA Il gibi yuksek
aktiviteli bir enzimdir. CA IV ayn1 zamanda insan gdziiniin koryo-kapilleri, iskelet ve
kalp kaslarinin mikrokapilleri, sican ve insan kolonundaki mikrovaskiilerin endotel
hicrelerinin  membran ylzeyinde eksprese edilir. CA 1V Dbobrekte bikarbonat

rezorbsiyonunun %85’ini saglayan bobregin proksimal tiibiiliindeki luminal karbonik



anhidrazdir. Akcigerde, alveol membranindan difiize olan CO;’in bikarbonata
dehidrasyonu gergeklestirilerek kandan alveollere CO; degisimine katkida bulunur.**

Mitokondriyel bir izoenzim olan CA V’in iki metabolik yolak i¢in énemli oldugu
Onerilmistir. Bu iki yolaktan biri olan glukoneojenezde CA V mitokondride piruvat
karboksilaza ve diger yolak iirejenezde ise CA V mitokondride karbamil fosfat
sentetaza HCOg3  saglamak i¢in gerekebilir.14

Izoenzim CA VI tiikriige salgilanan bir glikoproteindir. Tiikriikte karbonik
anhidraz aktivitesi 1946°’da fark edilmistir. 1979°da koyun tiikriik CA’s1 izole edilmistir
ve diger karbonik anhidrazlardan farkli oldugu bulunmustur. 1987°de insan CA VI
izoenziminin ve 1989°da ise koyun CA 1V izoenziminin tiim sekansi yay1n1anm1§t1r.14

Insan CA IX ve XII (hCA IX ve hCA XII), tiimor iliskili ve transmembran
karbonik anhidraz izoenzimleri olarak tanimlanir. CA IX ve XII izoenzimleri
cogunlukla tiimor hiicrelerinde bulunur ve normal dokularda smirlandirilmis bir
ekspresyon gosterir.® Ekspresyonlari hipoksiyle indiiklenen faktor (HIF) olarak
adlandirilan transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenir ve hipoksi tarafindan gii¢lii bir
sekilde indiiklenir.”® CA IX ve XII 6nemli derecede solid tiimorlerin ekstraseliiler
asidifikasyonuna katkida bulunur.’® Bu izoenzimler malignitenin biyimesi ve
devamliliginda baglica rol alirlar ¢ilinkii ekstraseliiler ve intraseliiler pH’y1 diizenler,
hiicre adhezyonunu kontrol eder ve solid tiimorlerde birka¢ adaptif degisiklige katkida
bulunurlar.*

16 adet CA izoenzimi ¢ok ¢esitli fizyolojik islemlerde yer almaktadir, sonugta bu
izoenizmlerin ¢alismamalart veya degismis ekspresyonlar1 patolojik durumlar
baslatabilmektedir. Bir¢ogu aktive veya inhibe edilebilme ihtimalinden dolayr ¢esitli

hastaliklarin tedavisinde terapotik hedef olusturur.*
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2.2. Karbonik Anhidraz Inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitérlerinin (CA 1) temel smifi siilfonamidler ve
siilffonamid izosterleridir (slilfamat/stilfamidler) ve yillardir diiiretik, antiglokom,
antiepileptik ila¢ olarak klinikte kullanilir. Daha sonra karbonik anhidraz inhibitorlerin
diger smiflar1 da yaymlanmistir ve bir¢cogu siilfonamidlerden farkli bir mekanizma ile
karbonik anhidraz enzimini inhibe eder. Karbonik anhidraz inhibit6rlerinin diger sinifini
fenoller, poliaminler, bazi karboksilatlar ve siilfokumarinler olusturur. Kumarinler ve
bazi lektonlarin da 6n ilag CA I oldugu gés‘[erilmistir.22

Inhibitorler genel olarak deprotonlanmis bdlgede enzimin aktif bolgesindeki
metal iyonuna tetrahedral geometride baglanir, eger trigonal bipiramidal geometride ise
inhibitére ek olarak bir su molekiilii ayn1 zamanda Zn**ye baglanir.">Anyonlarin,
inorganik metal-kompleks olusturucularin veya karboksilatlar gibi daha karmasik yapili
tiirlerin de ayn1 zamanda karbonik anhidrazlara baglandigi bilinir, fakat genel olarak
stilfonamidlere gore daha az etkindirler.?

Metal merkeze baglanmadan gergeklesen diger inhibisyon mekanizmalar1 da
bildirilmistir. Bu mekanizmalarda CA 1 dogrudan enzimin aktif bolgesindeki metal
iyonuna baglanmaz. Ornegin poliaminler Zn"® iyonuna bagli su molekiilii/hidroksil
iyonuna tutunarak enzime baglanlr.17
Karbonik anhidrazlar dért mekanizma ile inhibe edilir (Sekil 2.5)*%; (i) Cinkoya

+25

bagli su molekiiliiniin veya hidroksil iyonunun yerine gecer ve Zn “’nin tetrahedral bir
geometri olusturmasina yol acar; bu mekanizmaya ornek siilfonamidlerdir.(ii) Zn*?
iyonu trigonal bipiramidal geometrisinde oldugu zaman metal koordinasyon kiiresine
inhibitor eklenir; tiyosiyanatlar bu sekilde inhibisyon yapar. (iii) Inhibitor Zn*? iyonuna

bagl ¢oziicii molekiiliine, 6rnegin, bir su molekiline veya hidroksil iyonuna baglanir,

bu mekanizmaya 6rnek olarak fenoller verilebilir. (iv) CA inhibitorii aktivator baglanma
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bolgesine baglanarak aktif bolge kavitesinin girisini kapatir. Kumarinler, lakosamidler

ve fullarenler bu yolla CA enzimine baglanlr.13

Aktif bolgenin Aktif bélgenin
hidrofobik kismi1 \ hidrofilikgklsml

J Zn+2\Hi5119 His94 \—|i596
-0 _________ His94 \-|i596
O/go
GIU106
A B
Hidrofobik kisim

Hidrofilik kisim

Trp209
Leu198

Val143

H  H7N
N2 H
N N o
Thrlggj ~ ~H
2 m H Wos7
Gihg2

N

o~
Z,
Z
2,

2
Hisga?” \\Fri5119
His96 Otz
n+2
c Hisoa—" ¥|\Hisng 5
i596

Sekil 2.5. Karbonik anhidraz inhibisyon mekanizmalarinin sematik gosterimi

Memelilerde bulunan 16 tane CA izoenziminde aktif bolge kavitesinin alt kismi
tim izoenzimlerde aynidir, oysa aminoasit diziliminde en fazla farkliligin oldugu
bolgeler sadece aktif bolgenin girisinde bulunur. Bu sebeple CA I’nin aktif bolge
kavitesindeki Zn*? yerine aktif bolge girisine baglanmasi inhibitoriin CA izoenzimine
kars1 segiciligini saglayabilir.13

CA inhibitorlerindeki farmakofor gruplarinin karbonik anhidraz enzimini
tanimasi i¢in ii¢ temel yap1 elementi ortaya konmustur. Birincisi a-smifa ait tiim
karbonik anhidrazlarda korunmus Thr199 ve Glul06 rezidiileri ve aktif bolgedeki metal

iyonu ile etkilesimi ifade eden ¢inko baglama fonksiyonudur (ZBF). Ikincisi aktif
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bolgenin hidrofilik yarisi ile oldugu kadar hidrofobik yarisi ile de etkilesen genellikle
aromatik veya heteroaromatik bir halka olan organik kisimdir. Ugiinciisii organik kisma
eklenen bir kuyruktur.*

CA I’'in izoenzimlere spesifitesini artirmak ve metale daha siki baglanmayi
saglamak i¢in bircok calisma inhibitorlerin organik kismina ve kuyruk kismi
modifikasyonlarina odaklanmistir. Etkin CAI’nin tasarimi igin iki genel yaklasim
gelistirilmistir; (1) ZBF’ye sahip siilfonamidin eklendigi ¢esitli halka sistemlerinden
olusan (aromatik veya heteroaromatik) olusan ve topikal antiglokom ajanlar
dorzolamid ve brinzolamidin kesfi i¢in kullanilan “halka” yaklagimi ve (i) Bu
farmakolojik ajanlarin  suda ¢Oziiniirliigli ve enzim-baglama kapasitesi gibi
fizikokimyasal 6zelliklerini duzenlemek icin aromatik veya heterosiklik silfonamid
kisimlarina gesitli kuyruklarin eklenmesinden olusan “kuyruk” yaklaslmldlr.24

Karbonik anhidraz inhibit6rlerinin sentezi ve tasariminda akilci ilag tasarimi
sayesinde oldukga ilerleme saglanmistir ve su an farkli sinif bilesiklere ait bir¢ok tiirev
bilinmektedir.**

2.3. Sulfonamidler

Siilfonamidler ¢esitli hastaliklara kars1 koruyucu ve kemoterapotik ajanlar olarak
genis capta kullamlan ilk ilaglardir.®® Domagk, 1935°te prontosilin streptokokal
enfeksiyonlara kars1 fareleri ve stafilokokal enfeksiyonlara kars1 tavsanlar: korudugunu
gozlemlemesine ragmen, in vitro ¢alismalarda bakteriler ve pnémokokal enfeksiyonlar
tizerinde etkisi olmadigimi fark etmistir.’® Daha sonra anlasilmistir ki prontosil
metabolize olarak siilfanilamide doniismesinden dolayr antimikrobiyal aktivite
gostermektedir.? Siilfanilamidin kesfinden sonra, binlerce kimyasal tiirevi sentezlenmis

ve ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip bilesikler bulunmustur.”®
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Sulfonamidler antibakteriyel, antitimér, antikarbonik anhidraz, didretik,
hipoglisemik, antitiroid veya proteaz inhibitor aktivitesi gibi cesitli aktivitelere sahip
farmakolojik ajanlar1 igceren 6nemli bir ilag sinifidir.?” Mann ve Keilin 1940 yilinda
siilfanilamidlerin ayn1 zamanda etkin bir CA I oldugunu bildirmislerdir.®

Siilfanilamid ilk kesfedilen organik CA enzim inhibitoriidiir. Daha sonra, tiim
primer aromatik veya heterosiklik siilfonamidlerin CA enzimlerini inhibe ettigi
gésterilmistir.8 Siibstitiient icermeyen siilfonamid tipleri CA enzimine karsi inhibitor
Ozellikler — gostermektedirler. RSO,NH, genel formiilinde R, c¢ogunlukla
aromatik/heterosiklik bir kisimdir veya bir polihalojenalkil seklinde de olabilir.?

Siilfonamid bilesikler ile inhibisyon bir inkibasyon periyodunu gerektirmez,
aksine diislik sicakliklarda bile gergeklesir, ayn1 zamanda c¢ok gii¢lii ve tamamen geri
déniisiimliidiir.?

Bazi siilfonamid inhibitorleri ile izoenzim CA I, II ve IV’iin etkilesmesini
gosteren X-ray kristalografik caligmalarda, deprotonlanmis siilfonamidin enzimin Zn*?
iyonuna bagli oldugu gosterilmistir.’® Stlfonamidler iyonize formda (RSO,NH) CA
aktif bolgesindeki ¢inko iyonuna dordiincii ligand olarak baglanir ve boylece tiim
katalitik sikliisii bozar.?®® Ayrica, NH kismi ile Thr199’un Oy’sia bir hidrojen bagiyla
ve Glu 106’nin karboksilat grubuna diger bir hidrojen bagiyla baglanir. SO,NH
kisminin oksijen atomlarindan biri de ayn1 zamanda Thr 199’un temel NH kismu ile bir
hidrojen bag: yapar (Sekil 2.6)."*% Siilfonamid fonksiyonel grubunun CA inhibisyonu
icin belirli 6zelliklere sahip oldugu gorillmiistiir. (i) Negatif yiikli, daha ok Zn*?
iyonuna koordine olan mono protonlanmis azotu bulunur. (ii) Bu grup Thr 199’a komsu
oksijen Oy’st ile bir hidrojen bagi olusturur. (iii) SO, oksijenin biri ile Thr199’un temel
NH’si arasinda bir hidrojen bagi olusur. Bdylece, siilfonamid kismmm CA’nin Zn*?

iyonuna giiclii bir sekilde afinite gostermesi agiklanmistir.™
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Sekil 2.6. Siilfonamid inhibitorii ile hCA II arasindaki etkilesimin sematik gosterimi

Siilfonamidler CA’y1 inhibe etmelerinden dolay1 1954°ten itibaren ditretikler ve
sistemik etkili antiglokom ilaglar1 olarak klinikte kullanilmaktadir.>** En énemli CAl
smifi olan siilfonamidlerin klinikte diiiretik, antiglokom ve antiepileptik ajanlar olarak
kullanilan bilesikleri asetazolamid, metazolamid, etoksizolamid, dikolofenamid, sultiam,
dorzolamid, brinzolamid, siilpirid ve zonisamid’dir."’

Antiglokom ajan1 olarak, uzun bir siire i¢in asetazolamid, metazolamid,
etokzolamid ve diklorofenamid kullanilmistir (Sekil 2.7).***! Sistemik CA inhibitorleri
glokomda yiikselen intraokiiler (IOP) basinci diisiirmeyi saglar. Bu ajanlar siliyer proses
enzimleri olan siilfonamide duyarli izoenzimler CA II ve CA IV’yi inhibe ederek
bikarbonat oranin1 ve akdz hiimor salgisini azaltir ve IOP’un %25-30 oraninda
diismesini saglar, ancak gézden bagka diger dokularda bulunan ¢esitli CA izoenzimler
de inhibe oldugundan ¢esitli yan etkiler goriiliir. En c¢ok goriilen yan etkiler
ekstremitelerde hissizlik ve karincalanma, metalik tat, depresyon, yorgunluk, kirginlik,
kilo kaybi, libido azalmasi, gastrointestinal irritasyon, metabolik asidoz, bobrek tasi ve
gecici miyopluktur. Bundan dolay: stilfonamid CA inhibitérlerin topikal olarak géze
uygulanmasi fikri ortaya ¢ikmistir. Maren, mevcut CA inhibitorlerinin fizikokimyasal

Ozelliklerinden dolay1 topikal kullanima uygun olmadigini bildirmesine ragmen, topikal
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antiglokom ajan olarak etki gosteren ilk siilfonamid bilesigi 1995°te klinik kullanima
giren dorzolamid, ikincisi ise 1999°da klinik kullanima giren brinzolamiddir.Bu iki ilag
sistemik etkililere gore daha az yan etki gosterirler, fakat temel olarak fizyolojik ilgili

tiim CA izoenzimlerini inhibe ederler.*®
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Sekil 2.7. Klinikte kullanilan antiglokom ilaglarin acik yapilari

Tiyazid ve triklorometiyazid, klortalidon, indapamid ve furosemid gibi
silfonamid yapisindaki diiiretikler 60’11 ve 70’li yillarda kesfedilmistir. Ik basta bu
ilaglarin memeli CA izoenzimleri ile nemli derecede etkilestigi diisiiniilmemistir. Daha
sonra aktif memeli CA izoenzimleri ile etkilesimleri tekrar arastirilmistir ve hCA 1I ile
birlesmelerinin  X-ray kristal yapist yaymlanmistir. Klortalidon, triklorometiyazid
vefurosemidin CA II’ye karsi etkin inhibitorler oldugu, oysa indapamidin daha zayif
etkili oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda, bu diliretiklerin bazilar1 diger CA
izoenzimlerine kars1 da oldukga etkin inhibitorlerdir. Ornegin, klortalidon hCA VB, VII,
IX ve XIII’e kars1; triklorometiyazid CA VII ve IX’a karsi, ve furosemid ise CA I ve
XIV’e kars1 etkindirler.'®

Sulfonamidlerin didretik ve antiglokom etkilerinin haricinde antikonvdlsan,
antiobezite, antikanser, analjezik ve anti infektif ilaclar olarak da potansiyelleri oldugu

gésterilmistir.13
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2.3.1. Karbonik Anhidraz Inhibitérii Siilfonamidlerin Yapi-Aktivite
Tliskileri

Krebs, silbstitie olmayan aromatik sdlfonamidlerin (ArSO,NH,) gucli CA
inhibitorleri oldugunu ve bu bilesiklerin siilfonamid kismina N-sibstitisyon
yapildiginda etkinligin  azaldigim1  bildirmistir.  Siilfonamid kisminda biiytlik
stbstituentlerin  (fenilhidrazino, dreid, tiyolreid, guanidin, vb.) olmasi inhibit6r
Ozelliklerinin zayiflamasina yol agtig1 gésterilmistir.19

Siilfanilamidin amino grubunun karbonik anhidrazin inhibisyonundan sorumlu
olmadig1 goriilmiistiir, ¢linkii amino grubunun orto- veya meta- pozisyonunda olmasinin
ya da asetilaminobenzen siilfonamidde oldugu gibi amino grubunun asetilasyonunun
bilesigin CAI oOzelliklerini etkilemedigi gosterilmistir. Stlfonamid grubunun ise
dogrudan bu ilaglarin inhibitér etkisiyle iliskili oldugu goriiliir zira siilfonamid
grubundaki hidrojen atomlarimin her ikisinin veya birinin bile degismesi inhibitér
Ozelliklerinin tamamen kaybina sebep olur.”®

Benzensiilfonamid tiirevleri aktif enzim bolgesinde siilfonamid kismi ile Zn*?
iyonuna baglanirken, i¢erdigi fenil halkas1 Vall21, GIn92, Phel31, Leul98 ve Thr200

reziduleri ile bircok van der Waals etkilesimi yapar (Sekil 2.8).%

Phe131
Leu198 GINg2
a
Thr200 vzl
NH--o-—-- —
o7
Thrlggi[
0--"" i /\
ST /7 SNH
o ,I i SN \
Fa et
GlU106 o6 f His94

His119

Sekil 2.8. hCA 1II akif bolgesi ile benzensiilfonamidin baglanma seklinin sematik
gosterimi.

17



Benzensiilfonamid tiirevleri i¢in yapilan kantitatif yapi-aktivite iligskisi (QSAR)
caligmalar1 siilfonamid kisminin atomlar1 {izerinde indiiklenen elektrik yiikiiniin CA

inhibitor aktivitesini 6nemli derecede etkiledigini géstermistir.28

Kakeya ve ekibinin 6n ¢aligmalari SO,NH; grubunun elektronik 6zelliklerinin
2-, 3- veya 4-sibstitlie benzensulfonamid serisinin CA inhibitor etkileri i¢in 6nemli
oldugunu gostermistir. Elektron-gekici gruplar silfonamid grubunun K,’sin1 azaltarak
CA inhibitérlerinde etkiyi artirdigr deneysel olarak da ortaya konmustur.***®

Fenil gibi rezonans ile elektron veren substitientler en yiksek dolu molekler
orbitalin (HOMO) enerjisini artirir ve bdylece aktivite azalir. Ondeki orbitalin enerjisine
bagli olan bu durum, elektron ¢ekici gruplarin inhibisyon etkisini artirdig1 bilgisi ile
uyumludur.®*

2.4. Pirazolinler

Literatiirde pirazolin yapilarinin olduk¢a stabil oldugu ve bu nedenle biyolojik
aktiviteye sahip yeni bilesikler sentezlemek icin biyoaktif kisimlarda kullanildig
gorilmektedir.®

Pirazolin, halka i¢inde iki komsu azot atomu olan bes iiyeli heterosiklik bir
yapidir (Sekil 2.9).*® Yalnizca bir endosiklik ¢ift bag icerirler ve dogada bazik halde
bulunur.®® Pirazolin tirevleri elektronca zengin yapilardir ve gesitli biyolojik
aktivitelerde o©nemli rol oynarlar. Bu heterosiklik bilesikler genelde dogada
alkoloidlerin, vitaminlerin, pigmentlerin yapisinda ve bitki ile hayvan hiicrelerinin

bilesenlerinde bulunur.*

Sekil 2.9. 2-Pirazolinin agik formiili.
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Pirazolin  tirevlerinin  antimikrobiyal,  antimikobakteriyel,  antifungal,
antiamoebik, anti-inflamatuvar, analjezik, antidepresan ve antikanser aktivitesi gibi
onemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bulunmustur. Bu bilesiklerin bazilar1 ayni
zamanda Nitrik oksit sentetaz inhibitér ve Kannabinoid CB 1 reseptér antagonist
aktivitesine sahiptir.'*

Farkli sentetik metodlar kullanilarak ¢ok sayida pirazolin tiirevi elde edilmistir.'!
Pirazol yapisiin kismi olarak indirgenen ve birbirleriyle dengede olan {i¢ formu, ¢ifte
bagin pozisyonunun farkli oldugu 1-pirazolin, 2-pirazolin ve 3-pirazolindir (Sekil 2.9).

2-pirazolin monoimino karakter sergilediginden digerlerine gore daha stabildir.®

4 3 4 3 4 3
5 —_— 5 \ — 5 H
( N/z N/z N/z
: i i

H H

Sekil 2.10. Pirazolinlerin kismi olarak indiregenmis ti¢ formu

Pirazolinlerin tiirevleri arasinda en cok calisilanin 2-pirazolin tipi bilesikler
oldugu goriliir. 2-pirazolinler farkli c¢esitlilikte farmakolojik aktivite gosterme
potansiyeline sahiplerdir. Fenazon/amidopiren/metampiron (analjezik ve antipiretik),
azolid/tandearil (antiinflamatuvar), indoksarb (insektisit), anturan (trikozirik) gibi ¢cok
sayida farmakolojik olarak aktif molekiiliin yapisinda bulunur.™*

Hidrazinler ile salkonlarin reaksiyonu 2-pirazolinlerin sentezi (Sekil 2.11) igin
muhtemelen en ¢ok kullanilan prosedl'irdiir.36 2-pirazolinleri elde etmek i¢in kullanilan
klasik sentez yonteminde hidrazin ile halka kapanma reaksiyonu veren doymamis
ketonlarin (salkonlarin), aromatik keton ve aldehitlerin baz-katalizli aldol kondenzasyon
reaksiyonu ile sentezlenmesi gerekir. Bu yontemde, hidrazonlar ara iiriin olarak olusur,
sonra asetik asit gibi uygun bir halka kapama ajaninin ortamda bulunmasiyla 2-

pirazolinlere hemen déniisebilirler.** Bu metod hidrazon ara (iriinii izole edilerek veya

izole edilmeden kullanilabilir. 2-pirazolinlerin sentezi ayni zamanda alkali sartlarda
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etanol cozeltisinde katalizor olarak piridinin kullanilmasiyla da yapilabilir. Bazi

durumlarda iki reaktan katalizér olmadan alkol ¢ozeltisinde refliiks edilir.*

Sekil 2.11. Hidrazinler ile salkonlarin siklizasyon reaksiyonu ile 2-pirazolinlerin
olusumu

2.4.1.Pirazolinlerin Farmakolojik Aktiviteleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Ozdemir ve ekibi® 1-(4-Aril-2-tiyazolil)-3-(2-tiyenil)-5-aril-2-pirazolin tirevleri
sentezleyerek Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus, Streptococcus faecalis, Aeromonas hydrophila, Candida albicansand
Candida glabrata’ya kars1 antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir ve 6nemli derecede
aktivite gbzlemlenmistir.

Abdelwahab ve ekibi® 1-(Benzofuran-2-il)-4-nitro-3-arilbiitan-1-on  ve
3-(Benzofuran-2-il)-4,5-dihidro-5-aril-1-[4-(aril)-1,3-tiyazol-2-il]-1H-pirazol
sentezlemistir ve 100 pg konsantrasyonda antibakteriyel ve antifungal aktivitelerini
degerlendirmistir. Baz1 bilesiklerin kontrol ilacindan daha iyi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi gozlenmistir.

Sharma ve ekibi® etanolde 4-hidrazinobenzensiilfonamid hidroklorid ile uygun
salkonun reaksiyonu yoluyla pirazolilpirazolinlerin yeni bir serisini sentezlemistir.
Sentezlenen bilesiklerin Gram pozitif bakteriler Staphylococcus aureus ve Bacillus
subtilis’e kars1 ve Gram negatif bakteriler Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia
coli’ye kars1 in vitro antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Test edilen
bilesiklerin ¢ogu Gram-negatif bakterilerden ziyade Gram-pozitiflere karsi daha iyi

aktivite gostermistir. Siibstitlient olarak floro ve bromo’ya sahip olan bilesiklerin tiim
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test edilen Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarina kars1 genis spektrumlu etki gosterdigi
gozlenmistir.

Sivakumar ve ekibi*® bazi yeni 1,3,5-trifenil-2-pirazolinleri sentezleyerek
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmistir. Sentezlenen tiim bilesikler Escherichia
coli’yekars1 iyi aktivite ve Staphylococcus aureus’a karsi ise zayif aktivite gostermistir.
Stibstitiient olarak kloro, metoksi, dimetoksi ve bromo’ya sahip bilesikler
Staphylococcus aureus disinda test edilen tiim organizmalara karst 6nemli derecede
etkinlik gdstermistir. Siibstitiient olarak halojenlere (-F ve -Cl) sahip bilesikler 2 mg/ml
konsantrasyonda calisilan mantarlara kars1 <% 88 azalma saglayarak ile ¢ok iyi aktivite
sergilemislerdir. Sonuglar antibakteriyel ve antifungal aktiviteler i¢in halojen
siibstitiientlerin 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Ramesh ve ekibi*' alkol varliginda fenilhidrazin hidroklorid ile salkon 2-
asetiltiyofenin  reaksiyonuyla bazi yeni pirazolin tlirevleri sentezleyerek
antiinflamatuvar etkileri agisindan bilesikleri incelemistir. Bilesiklerin bazilar1 6nemli
dereceden orta dereceye degisen bir sekilde anti-inflamatuvar aktivite gostermistir.

Singh ve ekibi** 3-(3-Asetoamino) fenil-1, 5-stibstitiie fenil-A®-pirazolinin birkag
tiirevini  sentezleyerek antikonviilsan aktivitelerini degerlendirdi. Tiim siibstitiie
pirazolinlerin pentilentetrazol ile indiiklenen epileptik nobete karst % 30-80 koruma
sagladig1 gosterilerek antikonviilsan aktivite sergiledigi gozlenmistir. Bu siibstitiie
pirazolinlerin bir¢ogunun nikotinamid diniikleotid (NAD) bagimli siibstratlarin fare
beyni homojenatlar1 tarafindan in vitro oksidasyonunu secici olarak inhibe ettigi
gosterilmistir.

Rathish ve ekibi** 4-hidrazinonbenzensiilfonamid hidroklorid ile salkonlarin
kondenzasyon reaksiyonu sonucunda benzensiilfonamid tiirevleri tasiyan yeni 2-

pirazolin bilesikleri sentezlemistir. Sentezlenen bilesikler 20 mg/kg dozda karajenan ile
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indiiklenmis sigan pati 6demi modelinde anti-inflamatuvar etkinligi agisindan test
edilmistir. Siibstitlient olarak trimetoksi ve N,N dimetilamino gruplarina sahip bilesikler
celocoxib’ten daha etkin bulunmustur.

Bhat ve ekibi*, N-4 siibstitiie semikarbazid ile salkonlarin bazik kosullar altinda
siklizasyonu ile bis-pirazolinleri sentezleyerek bilesiklerin antiameobik aktivitesini
incelemislerdir. Bu ¢alismada yapi-aktivite iliskisi, bilesiklerdeki tiyokarbomoil
grubuna bagh siibstitlientlerden aromatik olanlarin aromatik olmayanlara goére daha
aktif oldugunu goéstermistir.

Prasad ve ekibi*®, sentezledikleril,3,5-trifenil-2-pirazolin bilesiklerinin ¢ogunun
Porsolt davranis bozuklugu testi ile farelerde onemli derecede antidepresan etki
gosterdigini bildirmistir.

Yukarida verilen bilgilerden pirazolin tiirevlerinin 6nemli biyolojik aktivitelere
sahip oldugu goriilmektedir. Bu sebeple pirazolinler ilag aragtirmalarinda kullanilan

onemli bir farmakofor gruptur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Sentez Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Tasarlanan bilesiklerin sentezinde 4-hidrazinobenzensilfonamid hidroklorir
(ABCR), 2-tiyofen karbaldehit, metil alkol, etil alkol, kloroform, aseton (Aldrich), 4'-
hidroksiasetofenon, % 37’lik hidroklorik asit, glasiyal asetik asit, DMSO-dg, sodyum
hidroksit (Merck), 4'-metilasetofenon, 4'-nitroasetofenon, 4'-kloroasetofenon (Fluka), 4'-
metoksiasetofenon, 4'-floroasetofenon, 4'-bromoasetofenon (Acros) kullanilmstir.

3.1.2. Yontemler

3.1.2.1. Kromatografik Analizler

Sentez ¢alismalari sirasinda reaksiyonu takip etmek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarin1  kontrol etmek amaciyla Ince Tabaka Kromatografisi'nden (1.T.K.)
yararlanildi. I.T.K. i¢in 0.25 mm kalinliktaki silikajel 60 HF,54 (Merck Art 5715) hazir
kromatografi plaklar1 kullanildi. Hareketli faz sistemi olarak kloroform: metanol (9:1)
kullanild1. A¢ik havada kurutulan plaklar Uzerindeki lekelerin belirlenmesinde 254 nm
dalga boyundaki UV 1s1gindan (Mineralight Lamp UVGL-58) faydalanildi.

3.1.2.2. Spektral Analizler

'H-NMR (400 MHz) ve *C-NMR (100 MHz) spektrumlar1 Varian Mercury Plus
spektrometre (Varian inc., Palo Alto, California, U.S.) cihazi ile alinmistir. Kimyasal
kaymalar (6) ppm olarak verilmistir. Bilesiklerin HRMS spektrumlari Shimadzu's
LCMS-TOF-ESI (Shimadzu, Kyoto, Japan) cihazi ile alinmistir.

3.1.2.3. Erime Noktas:1 Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri Buchi 530 (Buchi Labortechnik AG,

Flawil,Switzerland) erime derecesi tayini cihazi kullanilarak tespit edilmistir.
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3.2. 1,3-Diaril-2-propen-1-on Yapisindaki Salkonlarin (A1-A8) Genel Sentez
Yontemi

Salkonlar bazik kosullar altinda 4'-hidroksiasetofenonun 2-tiyofenkarbaldehit ile
Claisen Schmidt Kondenzasyon reaksiyonu sonucunda sentezlenmistir.*®

2-tiyofen karbaldehit ve uygun bir asetofenon etanol (6 ml) icinde ¢ozuldikten
sonra karigimin iizerine 10 ml NaOH (% 10) cozeltisi ilave edildi. Karisim oda
sicakliginda bir gece karistirildi. Tepkimenin ilerleyisi I.T.K ile takip edildi. Tepkime
sonunda karigim 100 ml buzlu suya dokiildii ve HCI ¢ozeltisi (% 10) ile notralize edildi.
Olusan renkli ¢ozelti siizge¢ kagidindan siiziildii ve metanol-su karigiminda kristalize
edilerek saflastirildi. Kristalizasyon sonucunda olusan kristaller siiziilerek ayrildi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Elde edilen kristallerin saflig1 I.T.K ile kontrol edildi.

Sekiz fakli salkon tiirevi % 32 - % 59 verimle elde edildi. 1,3-diaril-2-propen-1-
on yapisindaki salkonlarin sentez yontemi Sekil 3.1.’de sematik olarak gdsterilmistir.

3.3. 1-(4-Aminosulfonilfenil)-3-(4-substittefenil)-5-(tiyofen-2-il)-2-pirazolin
Bilesiklerinin (B1-B8) Genel Sentez Yontemi

Uygun bir salkon bilesigi (1.00 mmol) ve 4-hidrazinobenzensulfonamid
hidroklorir (1.10 mmol) etanolde ¢ozildikten sonra Gizerine katalitik miktarda glasiyel
asetik asit ilave edildi. Karisim 12 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitildi.
Tepkimenin yiiriiyiisii . T.K ile izlendi. Reaksiyona son verildikten sonra ¢oziictiniin bir
kismi evaporatdrde vakum altinda uzaklastirilarak karisim konsantre edildikten sonra
oda sicakliginda 12 saat karigtirildi. Elde edilen kat1 madde stzilerek kurutuldu. Cokelti
oda sicakliginda metanol-eter karigimindan kristallendirildi.*" Pirazolin bilesiklerinin

(B1-B8) genel sentez yontemi Sekil 3.1°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Salkon (A1-A8) ve pirazolin (B1-B8) tirevlerinin genel sentez yontemi

i: NaOH (%10 sulu), EtOH, 0-5 'C, 12 saat; ii: 4-hidrazinobenzensiilfonamid hidrokloriir, EtOH/H",
refliiks 12 saat.

R: H (A1, B1); CH; (A2, B2); CH30 (A3, B3); Cl (A4, B4); F (A5, B5); Br (A6, B6); NO, (A7, B7); OH
(A8, B8).

3.3.1. 4-(3-Fenil-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stlfonamid’in Sentezi, B1

(E)-1-Fenil-3-(tiyofen-2-il)-prop-2-en-1-on ~ (1.00 g, 4.7 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (1.15 g, 5.1 mmol) etanolde (38 ml)
cozlldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisi 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi1 vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
karigtirildi. Elde edilen kati madde siiziilip kurutulduktan sonra oda sicaklifinda
metanol-eter karisimindan kristallendirildi. Sar1 renkli kat1 bir madde olan 4-(3-fenil-5-
(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzensulfonamid % 77 verimle elde edildi.
Bilesigin erime derecesi 207-209 °C olarak bulundu.

3.3.2. 4-(5-Tiyofen-2-il)-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stlfonamid’in Sentezi, B2

(E)-3-(Tiyofen-2-il)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-on  (1.00 g, 4.4 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (1.08 g, 4.8 mmol) etanolde (36 ml)

cozluldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
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ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisi 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi1 vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
karigtirildi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicaklifinda
metanol-eter karisimindan kristallendirildi. Sar1 renkli kat1 bir madde olan 4-(5-(tiyofen-
2-il)-3-(p-tolil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il) benzensilfonamid % 66 verimle elde edildi.
Bilesigin erime derecesi 206-208 °C olarak bulundu.

3.3.3. 4-(3-(4-Metoksifenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)
benzenstlfonamid’in Sentezi, B3

(E)-1-(4-Metoksifenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.00 g, 4.1 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (1.0 g, 4.5 mmol) etanolde (33 ml)
cozlldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisii 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakligi nda 12 saat
kanigtirildi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicaklifinda
metanol-eter karistmindan kristallendirildi. Sar1 renkli kati bir madde olan 4-(3-(4-
metoksifenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il) benzensilfonamid % 71
verimle elde edildi. Bilesigin erime derecesi 219-221 °C olarak bulundu.

3.3.4. 4-(3-(4-Klorofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stlfonamid’in Sentezi, B4

(E)-1-(4-Klorofenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.0 g, 4.0 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (0.99 g, 4.4 mmol) etanolde (33 ml)
cozildikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiiriiyiisii 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karisimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat

karigtirildi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicakliginda
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metanol-eter karistmindan kristallendirildi. Sar1 renkli katt bir madde olan 4-(3-(4-
klorofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzensulfonamid % 41 verimle
elde edildi. Bilesigin erime derecesi 184-186 °C olarak bulundu.

3.3.5. 4-(3-(4-Florofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stilfonamid’in Sentezi, B5

(E)-1-(4-Florofenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.0 g, 4.3 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (1.06 g, 4.7 mmol) etanolde (35 ml)
cozlldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisii 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
kanigtirildi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicaklifinda
metanol-eter karistmindan kristallendirildi. Sar1 renkli katt bir madde olan 4-(3-(4-
florofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il) benzensilfonamid % 85 verimle
elde edildi. Bilesigin erime derecesi 200-202 °C olarak bulundu.

3.3.6. 4-(3-(4-Bromofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stilfonamid’in Sentezi, B6

(E)-1-(4-Bromofenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.0 g, 3.4 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (0.84 g, 3.8 mmol) etanolde (28 ml)
cozildikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiiriiyiisii 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karisimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
karigtirildi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicakliginda
metanol-eter karisimindan kristallendirildi. Sar1 renkli kat1 bir madde olan 4-(3-(4-
bromofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzenstlfonamid %58 verimle

elde edildi. Bilesigin erime derecesi 197-199 °C olarak bulundu.
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3.3.7.  4-(3-(4-Nitrofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzen
stlfonamid’in Sentezi, B7

(E)-1-(4-Nitrofenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.0 g, 3.9 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (0.95 g, 4.2 mmol) etanolde (31 ml)
cozlldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisi 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
kanigtirildi. Elde edilen kati madde siiziilip kurutulduktan sonra oda sicaklifinda
metanol-eter karisimindan kristallendirildi. Turuncu renkli kat1 bir madde olan 4-(3-(4-
nitrofenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzensulfonamid % 78 verimle
elde edildi. Bilesigin erime derecesi 209-211 °C olarak bulundu.

3.3.8. 4-(3-(4-Hidroksifenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)
benzensulfonamid’in Sentezi, B8

(E)-1-(4-Hidroksifenil)-3-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-on (1.0 g, 4.3 mmol) ve
4-hidrazinobenzensulfonamid hidroklorir (1.07 g, 4.8 mmol) etanolde (35 ml)
cozlldikten sonra Uzerine katalitik miktarda glasiyel asetik asit ilave edilerek geri
ceviren sogutucu altinda 12 saat 1sitildi. Tepkimenin yiirilyiisi 1.T.K ile izlendi.
Reaksiyon karigimi vakum altinda konsantre edildikten sonra oda sicakliginda 12 saat
karistirlldi. Elde edilen kati madde siiziiliip kurutulduktan sonra oda sicakliginda
metanol-eter karistmindan kristallendirildi. Krem renkli kat1 bir madde olan 4-(3-(4-
hidroksifenil)-5-(tiyofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)benzensulfonamid % 83

verimle elde edildi. Bilesigin erime derecesi 249-251 °C olarak bulundu.
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3.4. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.4.1. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin (hCA I ve II) Saflastirilmasi ve
Karakterizasyonu

Her iki CA izoenzimi (hCA | ve Il) Sefaroz-4B-L-tirozin-silfanilamid afinite
kromotografisi ile tek basamakta saflastirildi.*® Bunun icin, homojenat ¢ozeltisinin
pH’s1 8.7°ye kati Tris kullanilarak ayarlandi. Sonra siipernatan onceden hazirlanan
Sefaroz-4B-L tirozin-stilfanilamid afinite kolonuna transfer edildi.*® Ardindan,
kolondan eliie edilen proteinler spektrofotometrik olarak 280 nm’de tayin edildi.*

hCA izoenzimlerinin safliginin belirlenmesi igin, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi. % 0.1 SDS igeren yuritme
tamponunda % 10 akrilamid ayirma jeli ve % 3 akrilamid toplama jelinde ornekler
ylirtitildi ve her bir izoenzim icin tek bir bant gozlendi.™

Protein miktar1, saflastirma adimlari esnasinda Bradford metoduna® gore 595
nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢ildi. Bovin serum albumin standart protein olarak
kullanildi.

3.4.2. Karbonik Anhidraz Enzim Inhibisyon Aktivitesinin Tayini

CA enziminin inhibisyon aktivitesi in vitro sartlarda esteraz aktivitesinin
spektrofotometrik olarak oOlglilmesiyle tayin edilmistir. Ydntem, karbonik anhidraz
enziminin sibstrat olarak kullanilan 4-nitrofenilasetatt (NPA) 348 nm’de absorbsiyon
veren 4-nitrofenol veya 4-nitrofenolat’a hidroliz etmesi esasmna dayanir.>®

CA esteraz aktivitesi Verporte ve ekibi®* tarafindan tanimlanan yonteme gore
belirlenmistir. Enzim ve 4-Nitrofenil asetat (NPA)’nin uygun reaksiyon karigimi
hazirlandiktan ve baslangigtaki deger spektrofotometrede okunduktan sonra 3 dakika
sonundaki 25 °C’de 348 nm’de absorbans degeri okunarak absorbans degisimi

kaydedildi.
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Her bir benzensilfonamid tdrevinin inhibisyon etkisini belirlemek icin %
aktivite-benzensiilfonamid grafigi ¢izildi ve egri denkleminden maksimum % 50 inhibe
edici konsantrasyon (ICsp) degerleri hesaplandi. B1-B8 bilesiklerinin inhibisyon sabiti
(K;) degerlerini belirlemek amaciyla CA 1 ve CA 1I izoenzimleri i¢in ICsq degeri, bu
degerin altinda ve Ustlinde iki sabit konsantrasyonda, yani ii¢ farkli konsantrasyonda

uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle

her bir inhibitér icin Lineweaver-Burk grafikleri gizildi.>>®’
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda tasarlanan B1-B8 bilesikleri uygun salkon tiirevinden hareketle
basarili bir sekilde sentezlenmistir ve saflastirilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilari Ih-
NMR, *C-NMR ve HRMS yéntemleri ile dogrulanmustir.

Sentezlenen B1-B8 bilesiklerine ait ‘H-NMR degerleri Tablo 4.1°de, **C-NMR
degerleri Tablo 4.2’de ve HRMS spektral verileri Tablo 4.3’te, deneysel veriler ise
Tablo 4.4’te sunulmustur. Sentezlenen B1-B8 bilesiklerine ait 'H-NMR, BC-NMR ve
HRMS spektrumlar1 bu boliimde verilmistir.

Bilesiklerin karbonik anhidraz inhibisyon aktiviteleri hCA I ve Il izoenzimlerine

kars1 test edilmistir ve sonuglar Tablo 4.5’te sunulmustur.
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Tablo 4.1. B1-B8 bilesiklerinin *H-NMR verileri

Bilesik

'"H-NMR & (ppm)

Bl

7.79 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.47-7.40 (m, 3H), 7.36 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.14 (d,
1H, J = 3.4 Hz), 7.03 (s, 2H, NHy), 6.94 (dd, 1H, J = 5.0, 3.4 Hz), 5.99 (dd, 1H, J = 11.5, 4.7 Hz), 3.92 (dd, 1H, J = 17.6, 11.5
Hz), 3.32 (dd, 1H, J = 17.6, 4.7 Hz)

B2

7.68 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.35 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 7.25 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.17 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.13
(d, 1H, J = 3.0 Hz), 7.03 (s, 2H, NH,), 6.93 (dd, 1H, J = 5.0, 3.0 Hz), 5.96 (dd, 1H, J = 11.3, 4.5 Hz), 3.89 (dd, 1H, J = 17.5, 11.3
Hz), 3.29 (dd, 1H, J = 17.5, 4.5 Hz), 2.33 (s, 3H, CHs)

B3

7.73 (d, 2H, J=8.8 Hz), 7.58 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.35 (d, 1H, J =5.2 Hz), 7.16-7.12 (m, 3H), 7.01-6.99 (m, 4H), 6.93 (dd, 1H, J
=5.2, 3.3 Hz), 5.94 (dd, 1H, J = 11.6, 4.0 Hz), 3.88 (dd, 1H, J = 17.6, 11.6 Hz), 3.79 (s, 3H, OCHj3), 3.29 (dd, 1H, J = 17.6, 4.0
Hz)

B4

7.80 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.51 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.36 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.14
(d, 1H, J = 3.5 Hz), 7.04 (s, 2H, NH,), 6.93 (dd, 1H, J = 5.1, 3.5 Hz), 6.01 (dd, 1H, J = 11.6, 4.5 Hz), 3.91 (dd, 1H, J = 17.6, 11.6
Hz), 3.32 (dd, 1H, J = 17.6, 4.5 Hz)

BS

7.84 (dd, 2H, J= 8.8, 5.5 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.36 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.28 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 7.18 (d, 2H, J = 8.8 Hz),
7.14 (d, 1H, J = 3.2 Hz), 7.03 (s, 2H, NH>), 6.93 (dd, 1H, J = 5.1, 3.2 Hz), 5.99 (dd, 1H, J = 11.6, 4.5 Hz), 3.91 (dd, 1H, J = 17.6,
11.6 Hz), 3.31 (dd, 1H, J = 17.6, 4.5 Hz)

B6

7.73(d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.64 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.36 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.14
(d, 1H, J = 3.4 Hz), 7.04 (s, 2H, NH,), 6.93 (dd, 1H, J = 5.0, 3.4 Hz), 6.01 (dd, 1H, J = 11.7, 4.4 Hz), 3.91 (dd, 1H, J = 17.6, 11.7
Hz), 3.29 (dd, 1H, J = 17.6, 4.4 Hz)

B7

8.27 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 8.02 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.64 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.38 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.26 (d, 2H, J = 8.8 Hz),
7.16 (d, 1H, J = 3.1 Hz), 7.07 (s, 2H, NH>), 6.94 (dd, 1H, J = 5.1, 3.1 Hz), 6.13 (dd, 1H, J = 11.8, 4.6 Hz), 3.98 (dd, 1H, J = 17.7,
11.8 Hz), 3.40 (dd, 1H, J = 17.7, 4.6 Hz)

B8

9.88 (s, 1H, OH), 7.63 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.57 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.35 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 7.13-7.11 (m, 3H), 7.01 (s, 2H,
NH,), 6.92 (dd, 1H, J = 5.0, 3.6 Hz), 6.82 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 5.91 (dd, 1H, J = 11.4, 4.3 Hz), 3.85 (dd, 1H, J = 17.6, 11.4 Hz),
3.24 (dd, 1H, J = 17.6, 4.3 Hz)
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Tablo 4.2. B1-B8 bilesiklerinin “*C-NMR verileri

Bilesik C-NMR 6 (ppm)
B1 150.7, 146.7, 145.2, 134.2, 132.4, 130.1, 129.4, 127.7, 127.6, 126.8, 126.3, 126.2, 113.2, 59.2, 43.7
B2 150.8, 146.8, 145.2, 139.9, 134.0, 130.0, 129.6, 127.7, 127.6, 126.8, 126.26, 126.21, 113.1, 59.1, 43.8, 21.7
B3 161.0, 150.7, 146.9, 145.3, 133.8, 128.5, 127.7, 127.6, 126.22, 126.16, 124.9, 114.9, 112.9, 59.0, 56.0, 43.9
B4 149.6, 146.5, 144.9, 134.6, 134.5, 131.3, 129.5, 128.5, 127.7, 127.6, 126.35, 126.32, 113.3, 59.4, 43.6
163.4 (d, J = 247 Hz), 149.9, 146.7, 145.1, 134.3, 129.1, 129.0, 127.7, 127.6, 126.3, 126.2, 116.5 (d, °J = 22 Hz), 113.2, 59.3,
BS 438
B6 149.7, 146.5, 144.9, 134.5, 132.4, 131.6, 128.7, 127.7, 127.6, 126.4, 126.3, 123.3, 113.3, 59.3, 43.5
B7 148.6, 147.8, 145.9, 144.6, 138.6, 135.2, 127.8, 127.7, 127.6, 126.6, 126.5, 124.7, 113.8, 59.7, 43.2
B8

159.6, 151.0, 146.9, 145.4, 133.6, 128.6, 127.7, 127.5, 126.2, 126.1, 123.3, 116.3, 112.8, 58.9, 43.9
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Tablo 4.3. B1-B8 bilesiklerinin HRMS verileri

Hesaplanan Bulunan

Bilesik Kapah Formiil [M+H]" [M+H]"

B1 C19H18N30,S; 384.0835 384.0822

B2 C20H20N30,S; 398.0991 398.0984

B3 C20H20N305S, 414.0941 414.0925

B4 C19H17CIN30,S; 418.0445 418.0443

B5 C19H17FN30,S; 402.0741 402.0734
000B6 C19H17BrN30,S; 461.9940 461.9929

B7 C19H17N404S; 429.0686 429.0690

B8 C19H1sN303S; 400.0784 400.0767

Tablo 4.4. B1-B8 bilesiklerinin deneysel verileri
Bilesik R (Srﬁ'rﬁg:‘) 4_hlgur I?élnn;rgfg “ E(tr?lrl‘)o ! Dig:er::si V(%;)')m
(mmol) CC)

Bl H 4.7 5.1 38 207-209 77
B2 CHs 4.4 4.8 36 206-208 66
B3 CH30 4.1 4.5 33 219-221 71
B4 Cl 4.0 4.4 33 184-186 41
1B5 F 4.3 4.7 35 200-202 85
B6 Br 3.4 3.8 28 197-199 58
B7 NO; 3.9 4.2 31 209-211 78
B8 OH 4.3 4.8 35 249-251 83
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Sekil 4.5. B3 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.13. B7 bilesiginin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 4.15. B8 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Tablo 4.5. B1-B8 bilesiklerinin hCA I ve hCA 1I iizerindeki inhibisyon degerleri

I1Cso (NM) Ki (nM)

Bilesik hCA r*  hCAIl re hCA I hCA Il
B1 520.66 0.9511 427.25 0.9726  441.99+88.26 372.48+67.37
B2 338.05 0.9964 491.14 0.9837 232.16+18.17 403.33+71.60
B3 41225 0.9721 508.81 0.9611 432.85+95.90 441.02+110.8
B4 502.90 0.9667 487.34 0.9527 637.70+310.3 396.91+92.80
B5 521.84 0.9806 472.07 0.9704 630.58+301.1 455.80+128.4
B6 299.48 0.9903 436.67 0.9704 276.32+32.91 368.52+79.11
B7 337.88 0.9712 482.25 0.9489  291.74+22.74 342.07+94.07
B8 401.74 0.9819 523.02 0.9728  270.17+78.36 437.60+88.43

AZA* 98577 0.9811 489.40 0.9972 278.76+44.28 293.43+46.41

*Asetazolamid (AZA) tiim hCA izoenzimleri i¢in standart inhibitdr olarak kullanilmusgtir.
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5. TARTISMA
1-(4-Aminosulfonilfenil)-3-(4-stbstituefenil)-5-(tiyofen-2-il)-2-pirazolin  genel
kimyasal yapisina sahip sekiz adet bilesigin sentezi basarili bir sekilde iki kademede
gergeklestirilmistir.

Ik kademede siibstitiie asetofenonlardan hareketle 2-tiyofen karbaldehit ile
Claisen Schmidt Kondenzasyon yontemi ile 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisindaki 8 adet
salkon bilesigi (A1-A8) sentezlenmistir. Bilesiklerin saflign I.T.K. ve literatiir erime
dereceleri ile kiyaslanarak kontrol edilmistir.

Ikinci adimda, A1-A8 salkon bilesiklerinin 4-hidrazinobenzensulfonamid
hidroklorir ile katalitik miktarda glasiyel asetik iceren etanol icerisinde Kondenzasyonu
gerceklestirilerek benzen siilfonamid iceren 1,3,5-trisiibstitiie pirazolin tiirevi bilesikler
(B1-B8) sentezlenmistir.

Sentezlerde kullanilan ketonlar sirasiyla soyledir: Asetofenon (Al, Bl), 4'-
metilasetofenon (A2, B2), 4'-metoksiasetofenon (A3, B3), 4'-kloroasetofenon (A4, B4),
4'-floroasetofenon (A5, B5), 4'-bromoasetofenon (A6, B6), 4'-nitroasetofenon (A7, B7),
4'-hidroksiasetofenon (A8, B8).

Reaksiyonlar % 41-85 verimle [B1 (%77), B2 (%66), B3 (%71), B4(%41), B5
(%85), B6 (%58), B7 (%78), B8 (%83)] ger¢eklesmistir. Flor siibstitiie tiirevi olan BS,
diger bilesikler arasinda en yiiksek verimle sentezlenen bilesiktir. Bununla birlikte
sentezlenen bilesikler arasinda en diisiik reaksiyon verimi ile elde edilen bilesik Klor
stibstitUie tlirevi B4 tr.

Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilart *H-NMR,C-NMR ve HRMS ile

dogrulanmistir. Spektrumlara ait detaylar bulgular kisminda sunulmustur.
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Bilesiklerin karbonik anhidraz inhibitor aktiviteleri hCA 1 ve hCA 1I
izoenzimleri iizerinde karbonik anhidraz izoenzimlerinin esteraz aktivitesine bakilarak
test edilmistir ve sonuglar, bulgular kisminda Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Bilesiklerin CA inhibisyon aktivitesi sonuglar1 degerlendirildiginde, bilesiklerin
hCA | icin ICsy degerlerinin 299.48-521.84 nM araliginda ve hCA II igin ICsp
degerlerinin 427.25-523.02 nM araliginda oldugu bulunmustur. Referans bilesik
asetozolamidin 1Cso degeri hCA T’e karst 985.77 nM iken hCA II’ye karsi 489.40
nM’dir.

Bilesiklerin 1Csp degerlerine bakildigi zaman, tiim bilesiklerin hCA I’e karsi
Asetazolamid’den (AZA) 1.9-3.3 kat daha etkin inhibitor potansiyele sahip oldugu
gorilmistiir; bilesik B1 1.9 kat, bilesik B2 2.9 kat, bilesik B3 2.4 kat, bilesik B4 2.0 kat,
bilesik B5 1.9 kat, bilesik B6 3.3 kat, bilesik B7 2.9 kat, bilesik B8 2.5 kat referans
bilesik AZA’dan daha diisiik ICsp degerine sahiptir. ICsp degerine gore hCA I’e karsi en
etkin bilesik brom siibstitiie tiirevi B6 bilesigiyken, en az etkin olan flor siibstitiie tiirevi
bilesik BS5 ve siibstitiient icermeyen B1 bilesigidir.

ICso degerlerine gore, halojen tasiyan bilesiklerin hCA I’e karst inhibitor
aktivitesi ile halojenin elektronegatifligi arasinda ters bir iliski oldugu goriilmektedir.
ICs0 degeri 299.48 nM olan brom siibstitiienti igeren bilesik B6, ICso degeri 521.84 olan
flor substitienti igeren bilesik BS5’ten daha etkin inhibisyon potansiyeli
gostermekteyken, BS5 bilesigi 1Cso degeri 502.90 nM olan klor sibstitienti iceren B4
bilesigine gore daha diisiik inhibisyon aktivitesi gdstermistir.

Fenil halkas1 tizerine eklenen flor disindaki tim sibstituentler, B1-B8
bilesiklerinin hCA I’e karsi ICsy degerini azalttigindan CA inhibitor potansiyelini

artirmak icin faydali bir yapisal modifikasyon olmustur. Metil siibstitiienti iceren bilesik
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B2 ve metoksi siibstitiienti iceren bilesik B3’lin ICsg degerleri kiyaslandiginda B3’te
oksijen atomu olmasindan dolay1 ICsy degerinin arttigi ve inhibisyon potansiyelinin
azaldig1 goriilmektedir. Oksijen tagiyan metoksillenmis bilesik B3 ile hidroksi
siibstitiienti iceren bilesik B8 ICsg degerleri agisindan karsilastirildiginda, B8’in B3’ten
daha etkin bir inhibitér oldugu goriilmektedir. Bu durum, oksijen iizerindeki sterik
engelin azalmasmin hCA I’e kars1 inhibitor potansiyelin artmasina yardimci oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, azot {izerinde iki oksijen atomunun bulundugu nitro
grubunu siibstitiient olarak igeren bilesik B7’nin inhibitér potansiyelinin hidroksi
sUbstituenti iceren bilesik B8’den daha etkin oldugu goriilmektedir. 1Cso degerleri
dikkate alindiginda siibstitiientinde oksijen atomu igeren bilesiklerin hCA I’e karsi
inhibisyon etkinlikleri karsilastirildigi zaman bilesik B7’nin bilesik B8’den, bilesik
B8’in ise bilesik B3’ten daha etkin oldugu goézlenmistir.

Elektron verici bir sibstitiient olan metil grubunu fenil halkasi {izerinde tasiyan
bilesik B2, elektron cekici stibstitiient nitroya sahip olan bilesik B7’ninkine benzer
inhibitor aktiviteye (benzer ICsy degerine) sahiptir. Bu veriler 1s1ginda hCA |
izoenzimine kars1 CA inhibisyon aktivitesinin fenil halkas1 {izerindeki siibstitlientlerin
elektronegativitesine bagli olmadigi sdylenebilir.

Bununla birlikte, hCA II’ye kars1 bilesiklerin 1Csp degerlerine bakildiginda,
bilesikler AZA’ya benzer ICsy degerlerine sahiptir. Bilesiklerin ICsg degerlerine gore,
hCA II’ye kars1 en iyi inhibitor etkinligi gosteren, siibstitiient icermeyen bilesik B1’dir.
Fenil halkas1 tizerinde hidrojen haricindeki diger siibstitiientler bilesiklerin ICsq degerini
artirarak inhibitdr aktiviteyi azaltmistir. En az inhibitér potansiyele sahip olan ise
hidroksi siibstitiientli bilesik B8’dir.

Metoksi siibstitiientli bilesik B3’te metil ile hidrojenin yer degistirmesi

sonucunda oksijen atomu iizerindeki sterik engelin artmast hCA II izoenzimine karsi
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inhibisyon aktivitesini artirmistir. Ayrica, silibstitiient olarak hidroksi grubunun (Bilesik
B8) yerine nitro grubunun (Bilesik B7) gelmesi de aktiviteyi artirdigindan yapisal
modifikasyon ¢alismalarinda kullanilabilir. Elde edilen sonuglara gore, halojen tasiyan
bilesiklerin 1Csp degerlerinin siibstitiientlerin elektronegativitesine bagli olmadigi
gortlmektedir.

hCA TI’e kars1 bilesiklerin K; degerlerinin 232.16+18.17-637.70+310.30 nM
araliginda, hCA II’ye kars1 K; degerlerinin ise 342.07+£94.07-455.80+128.40 nM
araliginda oldugu bulunmustur. AZA’nin hCA 1 ve hCA II’ye kars1 K; degerleri
sirastyla 278.76+44.28 ve 293.43+46.41 nM’dir.

Bilesiklerin K degerlerine gére hCA I’e karsi en etkin inhibisyon aktivitesi
gosteren bilesik, en diisiik K; degerine sahip olan, metil siibstitiienti iceren B2 bilesigidir
ve en az etkin olan ise klor substitiienti iceren bilesik B4’tiir. B2 bilesigi hCA I’e karsi
AZA’dan daha etkin K; degerlerine sahiptir. Brom siibstitiienti igeren B6 bilesigi ise
hCA I’e kars1 AZA’ya benzer bir K; degerine sahiptir. Bilesiklerin K; degerlerine gore,
hCA II’ye kars1 en etkin bilesik nitro siibstitiienti iceren B7 bilesigi ve en az etkin olan
flor substitlienti iceren B5 bilesigidir. Sentezlenen tiim bilesiklerin hCA 1I izoenzimine
kars1 AZA’dan daha az etkin oldugu goriilmiistiir.

Sentezlenen bilesikler B2, B4, B5, B6 ve B8 ayrintili spektral analiz ve
biyoaktiviteleri sonuclar ile birlikte ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir. Bilesiklerin
ICs0 degerlerine gore hCA I’e kars1 en etkin olan bilesik brom siibstitiienti iceren B6’dir
ve AZA’dan 3.3 kat daha etkindir. hCA II’ye kars1 en etkin olan bilesik ise siibstitlient
icermeyen B1 bilesigidir. Bununla birlikte, K; degerlerine gore, hCA I’e kars1 en etkin
olan metil siibstitiientli bilesik B2 ve hCA II'ye karsi en etkin olan nitro siibstitiientli

bilesik B7’dir ve ileriki ¢alismalar i¢in dnciil bilesik olarak diisiiniilebilir.

47



6. SONUC VE ONERILER

Calisilan bilesikler icinde Kj degerleri goz oniine alindiginda hCA I’e kars1 B2
(metilli bilesik), B8 (hidroksilli bilesik), B6 (bromlu bilesik) bilesikleri; hCA II’ye kars1
B7 (nitrolu bilesik) bilesigi ¢alisilan bilesikler i¢inde en etkili olanlaridir.

Ileriki calismalarda Craig Grafigi’nin farkli bolmelerindeki substitlentler
biyolojik  aktiviteyi  yonlendirmek  amaciyla  tasarimlarda g6z  Oniinde
bulundurulabilecegi gibi, medisinal kimyada biyoaktiviteyi yonlendirebilecegi kabul
edilen pozisyonel izomeri yaklasimina gore de yeni bilesikler tasarlanarak etkinlikleri

test edilebilir.
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