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Yiiksek Lisans Tezi

GLOKOM TEDAVISINDE KULLANILAN YENi ASETAZOLAMIT VE SULFANILAMIT
TUREVLERININ SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU, iNHiBiTOR AKTiVITELERI (IN
VITRO) ve FiZIKSEL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Belkis BUYUKKIRCALI

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Doc¢. Dr. Hasan TURKMEN
Yil: 2009, Sayfa: 81

Bu caligmanin amaci, yeni karbonik anhidraz inhibitorleri sentezi ve bu bilesiklerin inhibitor
aktivitelerinin in vitro incelenmesidir. Bu c¢alismada ii¢ yeni karbonik anhidraz inhibit6ri
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 FT IR, 'H NMR ve *C NMR yontemleriyle aydinlatilmustir.
Bu bilesiklerin sudaki ¢6ziiniirliigii, bélme katsayisi incelenmistir. Biyolojik aktiviteleri (in vitro) UV-
VIS spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Bu bilesiklerin bir kisminin asetazolamit ve siilfanilamitten
daha gii¢lii inhibitdr olduklari tespit edilmistir. Bilesiklerin bolme katsayisi, inhibitdr aktivitesi ve
sudaki ¢oziinirliikleri arasindaki iligski incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerden en az birinin karbonik
anhidraz inhibitorii olarak kullanilabilmesini umuyoruz.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz Inhibitérleri, Asetazolamit, Siilfanilamit



ABSTRACT
MSc Thesis

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NOVEL ACETAZOLAMIDE AND
SULFONAMIDE DERIVATIVES USED FOR THE TREATMENTOF GLAUCOMA AND
INVESTIGATION OF IN VITRO INHIBITORY ACTIVITIES AND PHYSICAL
PROPERTIES

Belkis BUYUKKIRCALI
Harran University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TURKMEN
Year: 2009, Page:81

The objective of this study was synthesis and investigation of biological activities of novel carbonic
anhydrase inhibitors. Three novel carbonic anhydrase inhibitors were synthesised in this study.

Synthesised compounds were identified by FT-IR, '"H NMR and "*C NMR . The compounds made

were evaluated for water solubility and ether partition coefficent. Inhibitor Activities of the
compounds (in vitro) were measured by UV-VIS spectrofotometer. Some of the synthesised
compounds were found to be more potent inhibitor than acetazolamide and sulfanilamide. Correlation
between water solubility, ether partition coefficent and inhibitory activity have also been investigated.
We hope that at least one of the synthesised compounds will be used as carbonic anhydrase inhibitor.

KEY WORDS: Carbonic Anhydrase Inhibitors, Acetazolamide, Sulfanilamide
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1. GiRiS Belkis BUYUKKIRCALI

1.GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve
higbir yan {riiniin olugsmasina firsat vermeden spesifik olarak %100’liik bir iiriin
verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin baz1 bilesikler tarafindan
hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin azaltilmasi ve hatta yok
edilmesi olayima inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan bilesiklere de inhibit6r
denilir. Karbonik anhidraz, CO,’in, HCO; ve H' iyonlarina iki basamakta
doniisiimlii hidrasyonu katalizleyen bir enzimdir. insan goziinde CA-1, CA-II, ve
CA-1V izoenzimleri bulunur. Karbonik anhidraz inhibitorleri, géz i¢i sivisinin
salgilanmasiyla olusan yiiksek goz i¢i basincini diisiirdiikleri i¢in, glokom

hastalig1 tedavisinde kullanilirlar (Soylu, 2001).

Glokom, g6z i¢i basmcinin yiikselmesiyle gorme sinirinin giderek
zayiflamasina ve boylece gérme kaybina yol acan ciddi bir hastaliktir (Soylu
2001). GOz hastaliklar1 igerisinde korliige en fazla glokom neden olur (%15-20).
Amerika Birlesik Devletlerinde yaklasik 2.2 milyon kisi 40 ve ileri yaslarda
glokomludur ve bunlarin 120 000 kadar1 kordiir (American Health Assistance
Foundation, 2005). Glokom halk sagligi i¢cin O6nemli bir sorun olup tedavi
yontemlerinin bir an 6nce bulunmasi gereken bir hastaliktir. Baylara nazaran
bayanlarda daha sik goriilmektedir. Bulunan ve uygulanan tedavi yontemleri
daha c¢ok erken teshise yoneliktir. Diger durumlarda kullanilan ilaglar ise
cogunlukla topikal (damla) olmadigindan ve yan etkisi fazla oldugundan sadece
acil durumlarda kullanilmaktadir. 1940 yilinda Mann ve Keilin glokom tedavisi
icin karbonik anhidraz inhibitorii olan ilk Siilfanilamit (Sekill.1) bilesigini
sentezlediler (Friedenwald, 1994).

HaN— N——S0,NH,

Sekil 1.1. Stilfanilamut )



1. GiRiS Belkis BUYUKKIRCALI

1944 yilinda Friedenwald glokom tedavisi i¢in gézdeki basincin diislilmesi
gerektigini ifade etti (T.Mann, D.Keilin,Nature,1940,146,164). Baslangicta
diiiretik olarak kullanilan KAI’nin GiB’m1 da azalttig1 ilk kez 1954 yilinda
Becker tarafindan bildirilmistir (M. Bruce Shields, Text book of Glaucoma,2nd
ed, 416). Yine aymi yi1l glokom tedavisi i¢in karbonik anhidraz inhibitorii olan
Asetazolamit (sekil 1.2) sentezlenmis olup ve halen glokom tedavisi igin tablet

olarak kullanilmaktadir.

H S
HaC N\<' YSD;NH:
3
O
Sekil 1.2. Asetazolamit {2)

Asetazolamit disindaki diger karbonik anhidraz inhibitdrleri metazolamit ve
diklorfenamittir. Metazolamit asetazolamitin tiirevidir ve yalnizca glokom

tedavisinde kullanilir (Cedric ve Reynard,1992).

SOyHH,
it |
j N_E;l [
it ﬁ#(\ E‘»N /L_ o
A g’ 7 aosm
o
Sekil 1.3, Metoznlamit 1} Sekil 1.4 Diklosfenamis

Topikal karbonik anhidraz inhibitorlerinin kullanimi yiiksek emilime sahip
yeni iki stilfonamid tiiriiniin kesfini bekledi. Bunlardan birincisi ; heteroaromatik
siilfonamidlerden olusan MK-927 , MK-417 ve MK-507 ( Dorzolamit(5)) (sekil
1.5) ikinci tiiri de Brinzolamit temsil ediyordu (Michaud ve ark., 2001).



1. GIRIS

Belkis BUYUKKIRCALI

NHC',Hx

e e . ()
sekil 1.5, Dorzolanut

Bu calismamizin amac1 su anda glokom tedavisinde kullanilan karbonik

anhidraz inhibitorlerinden degisik ve daha kullanisli maddeler sentezlemektir.

Sentezlenecek bilesiklerden beklenen 6zellikler sunlardir:

1.

A o

Enzimlere karsi yiiksek aktivitede (enzimin % 99’unu inhibe etmesi)
olmalz.

Su veya arasindaki ¢ozilintirliigli dengede olmali.

Sudaki ¢ozliniirliigli en az % 3 w/v seviyesinde olmali.

Yag icindeki ¢ozliniirliigiiniin istenilen seviyede olmali.

Yan etkilerinin olmamast; en azindan minimum seviyede olmali.

Goze uyumlu yani tolere edilebilmeli.

Topikal (damla) olmali.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir
yan lirliniin olusmasina firsat vermeden spesifik olarak %100’e yakin bir iiriin
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Proteinlerin en biiylik ve 6zel grubunu teskil
ederler. Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisiyla ifade edilir. Turnover
sayi1s1, birim zamanda 1 mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substratin mol sayisidir.

turnover sayisi en yiiksek olan enzimlerden biri de karbonik anhidrazdir.

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak
aktivitelerinin azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina inhibisyon ad1 verilir. Buna
sebep olan bilesiklere de inhibitdr denilir, inhibitorler, genellikle kiigiik; molekiil
agirhigma sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bir ¢ok ila¢ ve zehirli
bilesik, fonksiyonlarini bu yolla gergeklestirirler. Enzim etki mekanizmalarinin

incelenmesinde de inhibisyon olayindan faydalanilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

Karbonik anhidraz enzimi, viicutta yaygin olarak bulunan CO,‘in hidrasyonu

ve dehidrasyonunu saglayan reaksiyonu katalizleyen bir enzimdir.

Bu enzim etkin sekilde proksimal tubuluslarda ayrica gozde, midede,
eritrositlerde ve beyinde bulunur. Bobreklerdeki fonksiyonu H' iyonunun
tubuluslardan atilmasini, kisaca idrarin asitlesmesini ve bikarbonatlarin tubuluslara
geri emilimini saglar, asit baz dengesini diizenler (Prof. Ismet Dokmeci, 1998).

Ayrica bu enzim kan asitliinin diizenlenmesinde yer alan bir enzimdir
(biyolojik katalizér). Nefes alma hizi, kan asitliginden etkilenen fizyolojik
fonksiyonlarin arasindadir. Karbonik anhidrazin katalizledigi ve karbondioksitin

karbonik aside (H2CO3) doniistiigii bir denge tepkimesidir (Maren, 1967).
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CA

H,CO;

G0, + H,0 H" + HCOy

Bu enzim ilk olarak Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda
eritrositlerde kesfedilmistir. Aktivitesi sonradan renal korteks, gastrik mukoza,
pankreas, gbz merkezi, sinir sistemini ig¢ine alan bir¢ok yerde saptanmigtir.
Ayrica bu enzim bagka eritrositler, mide, g6z ve beyinde bulunur
(Dokmeci,1985). Su an tanimlanan 14 karbonik anhidraz enzimi (KAE)
bulunmaktadir (Dodgson ve ark., 1991; Badger ve Price, 1992; Badger ve Price,
1994; Supuran ve Scozzafava, 2001).

Karbonik anhidraz ilk kesfedilen Zn* iyonlu bir metaloenzimdir. ilk defa
memelilerin eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz, genel olarak
metabolik COz2 ge¢isini saglamanin yan sira, bircok dokunun H* ve HCO3 ’1n
birikiminde de rol almaktadir. Baliklarin solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi
bobrek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde ve
bitkilerin fotosentetik kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu ayrica
ispatlanmistir. KA so6zii gegen canli hiicrelerinde ¢ogu kez sitoplazmada
¢ozlinmiis, bazen de hiicre membranina zayif¢a baglanmis olarak yer almaktadir
(Polya ve Wirtz, 1965; Maren, 1967; Carter, 1972; Pocker ve Joan, 1974; Pocker
ve Sarkanen, 1978).

2.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Yapisi

Karbonik anhidraz, 260 alt birimden (aminoasitler) olugsan dogal hali 6zel
bir kiirecik seklinde kivrilmigs bir protein zinciridir. Yapisinda, aktif taraf
denilen, reaktantlarin orada {irlinlere doniistigi bir yarik veya cep
bulunmaktadir. Karbonik anhidrazin protein zinciri sekil 2.1.de mavi bir serit
olarak gdsterilmistir. Karbonik anhidrazin aktif tarafinda bir su molekiilii proton
kaybederek hidroksit (OH") iyonunu olusturur. Bu proton, karbonik anhidrazin

baz olarak davranan bir kismi tarafindan koparilir. Normalde su molekiiliiniin
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protonu ¢ok asidik degildir. Ancak karbonik anhidrazin aktif tarafinda bulunan
bir ¢inko katyonu ve bir su molekiiliiniin oksijen atomu arasindaki Lewis asit-
baz etkilesmesi suyun oksijeni iizerinde pozitif yiik olugmasina yol agar. Bu

durum su molekiiliiniin protonlarin1 daha asidik yapar.

-7

7

Sekil 2.1. Karbonik anhidraz KA(II) enziminin polipeptit yapisi

Su molekiiliinlin protonlarindan birinin uzaklagtirilmasi hidroksiti olusturur
ki bu da aktif taraftaki karbon dioksit ile HCO3 (hidrojen karbonat veya
bikarbonat) olusturmak iizere tepkimeye girer. Karbonik anhidrazin burada
gosterilen yapisinda (X-1511 kristalografisi verilerine gore) aktif taraftaki
bikarbonat iyonu kirmizi ile aktif taraftaki ¢inko katyonu yesil ile su molekiilii
ise mavi ile gosterilmistir. Cinko katyonu ile koordine olan (Lewis bazlar
olarak) veya hidroksit olusturmak {izere sudan proton koparan (Bronsted-Lowry
bazlar1 olarak) bazik taraflar morumsu kirmizidir (bu bazlar, histidin imidazol
halkalarindaki azot atomlaridir). Bu tiirlerin hi¢ birinde hidrojen atomu

gosterilmemistir (Solomons ve Fryhle, 2002).
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Sekil 2.2. HCA-II izo enziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik
olarak gosterilisi

Enzimin aktif bolgesi oyuk seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir.
Koni bi¢imindeki bu oyuk hemen hemen molekiiliin merkezine kadar uzanir.
Cinko iyonu bu oyugun alt kismina bitisik durumdadir. Dort ligand gibi H20
veya OH ile bir tetrahedral geometride His—94, His—96 ve His—119’daki ii¢
azot atomuyla koordine edilmistir. Ligantlar protein formundaki bir indirekt
ligandin hidrojen bagi ile diger gruplara baglanmasiyla (Sekil 2.2.) olusurlar
(Lesburg ve Christianson, 1995).

Bu enzim karbondioksitle sudan proton ve bikarbonat iyonlarint hizli bir
sekilde iiretir ve kullanimini saglar. Karbonik anhidraz viicudumuzun farkl
boliimlerinde s1vi dengesinde ve pH kontroliinde anahtar rolii oynar. Mide iginde
asit salgilanma gorevi yaparken ayni enzim pankreas 6z suyunu alkali yapmaya
yardim eder ve tiikiiriik salgisin1 nétrlestirir, bobrek ve gozlerimizde proton ve
bikarbonat iyonlarinin gegisini saglar, bu yerlerde hiicrelerin sivi hacmine etki

eder (Goodsell ve Dutta, 2004).
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2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Etkileri

Karbonik anhidraz reaksiyonu sonucu basta proksimal tubulumkiler olmak
tizere tubul hiicrelerinde H,O ve CO,’den H' ve HCO3 olusur.H" tubul
numenine salgilanir. Bunun karsiliginda Na" iyonu lumenden hiicreler alir. (H'-
Na" degis tokusu) HCO; ise hiicreden periitiigiiler kapiler i¢inden gecen kana
aktarilir (Sekil 2.3.). Bu duruma gore tiibiil hiicrelerinden H' salgilanmast,
plazmaya ekivalent miktarda HCOs, hiicreden peritiibiilerkapiler i¢cinden gegen
kana aktarilir. Bu duruma gore tiibiil hiicrelerinden H' salgilanmas1 plazmaya
ekivalent miktarda HCO; eklenmesi demektir. Ayrica salgilanan H ™ nin bir
kismi, plomeriillerden filtre olmus sividaki HCO; ‘nin atilmasini Onler.
Bikarbonatin elektriksel giicii nedeniyle reabsopisiyonu gii¢ oldugu halde, onun,
H' ile birlesmesi sonucu déniistiigii hipofilik CO, molekiilii seklinde
reabsorpsiyonu ¢ok kolaydir. Lumene salgilanan H' nin kalan kismi lamende
NH; veya HPO,? ve diger zayif asitler tarafindan baglanir. Boylece tubulus
liimeninde birinci olay sonucu amonyum (NH,") ve ikinci olay sonucu titre —
edilebilir asite (H3;PO4) ve benzeri protonlanmis zayif asitler gibi olusturulur. Bu

sayede idrarda net H™ kayb1 saglanir (Kayaalp, 2001).

RENAL TUBULAR HﬂCRELEﬂDE
BIKARBONATIN REABSORPSIYONU

Na' HCOy
Na' Na' &< Na'

HCO; 1 HCOy + H' —P> H'+ HCOjy

) H;CO;s
H:,CCI3 Carbonic

l/anhydmsc _FLL1

H,0 +CO, ¢—— CO, + H,0

RENAL TUBULAR TUBULAR LUMEN
HUCRE

Sekil 2.3. Bikarbonatin Reabsorpsiyonu’nun gosterimi
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2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu ortaya
cikarilmistir. HCA-I izoenzimi, insan eritrosit hiicrelerinde bulunan bir enzimdir ve
insan kanindan saflagtirilmustir. Eritrositlerde HCA-I izoenzimi yamnda, HCA-II
izoenzimi de bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en 6nemli fonksiyonlar1 ise doku
kilcal damarlarindan metabolizma {iriinii olan CO,’it HCOj; ‘e ,akciger pulmoner
kapilerde ise HCOj5’1 CO,'e diiniismesi reaksiyonun katalizleyerek solunum olayinda
yer almaktadir.

Goz lensi, kornea ve silyer epiteryumda ise, HCA-II ve HCA-IV izoenzimleri
bol miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan HCA-II izoenziminin Onemi,
glokom hastalig1 tedavisi i¢in yapilan arastirmalar sonucu ortaya c¢ikarilmustir.
Glokom hastaligi, anormal derecede yiiksek g6z i¢i basincindan ileri gelmekte
(intraocular pressure, IOP) ve doniisiimsiiz korliige sebep olmaktadir. IOP'nin tek
kontrol noktast goz i¢i stvisidir (hiimor akdz). Hiimor akoziin salgilanmasinda,
karbonik anhidraz enziminin uyarici etkisi vardir. Bu enzimin inhibisyonu ile, silyer
epitelinin salgi aktivitesi %25-30 oraninda azalmaktadir ( Renzi, Scazzafava ve

Supuran, 2000).

Karbonik anhidrazin aktivitesi; enzimin CO,'1 hidratasyonu bikarbonatin
dehidratasyonu ve baz1 esterleri hidrolizi gibi oOzelliklerinden yararlanilarak

belirlenir. Hidrataz aktivitesi, CO,’in hidratasyon siiresinin 6l¢iilmesiyle bulunur.

Sekil 2.4.te ilk basamakta His-64 Zn’ye su molekiilii iizerinden
baglanmaktadir. Zn’ye bagli su molekiilinde bulunan bir proton His-64
proteinine geger (I). Ikinci asamada, ortamdaki kuvvetli baz His-64’de bulunan
protonu koparmaktadir (IT). Olusan Zn(OH") (hidroksit ligand1) CO,’e ¢ok hizli
etki eder ve gecis halini olusturur (III). Bu ge¢is halinden sonra iiriin kompleksi
olusur (IV). Son olarak iiriin kompleksinde bulunan HCO;™ su ile ¢ok hizli bir
sekilde yer degistirir (V). Bu olay metabolizmada dongiisel bir sekilde devam
etmektedir (Briganti ve ark., 1997).
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Sekil 2.4. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin prensiplerinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. KA, metabolizmadaki son derece
onemli rol oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararlt olmasi ve uygun
sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekletilebilmesi gibi avantajli
ozelliklere sahiptir (Pocker ve Janjic, 1989).

Karbonik anhidraz, CO2 ve H2CO3 veya ortamin pH’sina gore HCO3™ veya
CO{2 iyonlar1 arasinda doniistimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir
molekiil olan CO2’nin farkli agilara sahip piramidal yapida H2CO3’e

kendiliginden doniisiimii cok yavastir.

10
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ﬂ + HO ———=— ¢ —_— c —_— c
H / N\ / /N
HO OH -0} OH e 0-
(8]
Karbondioksit
Karbonikasit Bikarbonat Karbonat

KA, bu ¢ok yavas gergeklesen doniisiim reaksiyonlarini in vivo ve in vitro

sartlarda son derece hizl bir sekilde katalizlemektedir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri (KA-I, KA-II, KA-III vb.) viicudun farkli

bolgelerinde spesifik fonksiyonlar1 yerine getirir.

KA-I ve KA-II kirmiz1 kan hiicrelerinde (eritrositlerde) bulunur. Enzim
sayesinde CO:2 kandaki su ile hizla reaksiyona girerek dokulardan akcigere

bikarbonat iyonu halinde tasinir (Maren, 1967).

KA-II ve KA-IV gozlerde bulunur. Goézde processus siliarede lokalize
olmustur. Enzim akéz humor salgilanmasinda onemli olan sodyum iyonuna
optimum aktif transportu i¢in uygun bir pH ortami saglar (Maren, 1967;
Dokmeci, 1992).

KA-IV ayrica hiicre zarinda viicutta sivi iireten salgilayici dokularda
bulunur, KA’ 6nemli bir fonksiyonel formu oldugu diisiiniilmektedir (Maren
ve ark., 1983).

Bobrek ve akcigerlerde de bulundugu saptanmistir (Supuran ve ark., 2003).
Ayrica 1spanak bitkisinin kloroplastlarinda bulunmaktadir (Rowlet ve ark.,

1994).
KA-III kirmiz1 iskelet kast ve yag dokularinda bulunur. Laktikasit laktat

dengesinde ¢ok dnemli bir role sahiptir (Gros ve Dodgson, 1988; Lynch ve ark.,
1993).

11
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KA-V karaciger mitokondrilerinde ve bobreklerde bulunur. Bikarbonat
iiretiminde metabolik bir fonksiyona sahip oldugu disiiniilmektedir. Ayrica
glukogenezisde biotin igeren enzim pruvat karboksilat icin ve iirogenezde
karbamoil fosfat sentezi i¢in bir substrattir (Dodgson ve ark., 1991). KA-V
onemli karbonik anhidraz izoenzimlerindendir ve onun katalitik mekanizmasi

heniiz tamamen anlagilamamustir.

KA-VI ve KA-VII tiikiiriikk bezinde bulunur ve tiikiiriigii nétrallestirdigi
yani pH dengesinde rol oynadig diisiiniiliir ayrica KA-VII beyin ve akcigerde

bulunmaktadir.

KA-IX ve KA-XII kanser hiicrelerinde baskindir ve normal emsallerinde
bulunmaz (Posterak ve ark., 1994). Ayrica KA-IX mide mukozasi ve beyin

tiimorlerinde bulunmaktadir (Supuran ve ark., 2003).

Hiicre zarlarinda bulunan diger izoenzimler (KA-XII ve KA-XIV) heniiz

fonksiyonlar1 iyice anlagilamamistir (Supuran ve ark., 2003).

Ayrica bitkilerde fotosentez siireglerinde CO2 atmosferden kullanir. CO2
gazi bikarbonat iyonu olarak depolanir, hem kara hem de su bitkilerinde
karbonik anhidraz bikarbonat iyonlarinin COz2’e geri doniisiimiinde rol oynar. Bu
enzimin oynadig1 diger ilging biyolojik olgu mercanlarin kire¢lenmesidir. Deniz
suyu kalsiyum tepkimeleriyle mercan poliplerinden karbonik anhidraz tarafindan
bikarbonat iiretilir. Bu mercanlarin disinda sert bir tortu birikmesine neden olur

(Goodsell ve Dutta, 2004).

12
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2.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz enzimi; bir ¢ok nefron bdlgesinde (stoplazma, liiminal
ve basolateral membran) ve peritibiiler kapillerinin kirmizi hiicrelerinde bulunur.

En ¢ok bulundugu bolge proksimal tubulustur (Simsek, 1992).

Karbonik anhidraz inhibitorleri, zayif natriiiretik ve ditiretik etki
gosterirler. Ditiretik olarak tek baslarna nadiren kullanilirlar; bazi durumlarda
diger bir diiiretikle kombine olarak kullanilabilirler. Daha az toksit ve daha etkin
olan ayrica tolerans gelismesi sorunu olmayan daha yeni ditiretiklerin ¢ikmasi ile
terapotik Onlemlerini yitirmislerdir. Ancak ilk modern diiiretik ilag grubu
olmalar1 ve bobrek fizyolojisi ile farmakolojisinin anlagilmasindaki 6nemleri
nedeniyle tarihsel ve kavramsal yonden degerlidirler. Bu grup ilaglarin
bulunusu, en basit yapili bir antibakteriyel bir grup olan siilfonamid tiirii olan
stilfanilamidin, metabolik asidoz ve idrarda kalevilesme yaptiginin fark edilmesi
sonucu olmustur. Bugilin kullanilan antibakteriyel siilfonamidler, serbest
siilfonamid (SO,-NH;) grubu icermediklerinden karbonik anhidrazi inhibe

etmezler.

Karbonik anhidrazin ¢cogu spesifik ve gii¢lii inhibitorleri, aromatik ve bazi
heterosiklik siilfonamidlerdir. Bu bilesikler, sadece siibstitiie olmamis bir
-SO,NHj;; grubu bulundurmakla kalmaz, ayni zamanda bir -SO,NH(OH) grubu
da bulunduran etkili inhibitorlerdir. Bunlar stilfonamid grubunun azot atomuyla.
R-SO,NH" veya R-SO;N-OH" anyonlarinda oldugu gibi metal iyonlarina

baglanirlar. Siilfonamidlerin en ¢arpici 6zelliklerinden birisi,

[

R-SO,NH,

R-SO,NH™ + g+

—

denklemine gore kolaylikla iyonik yapi kazanmalaridir. Bu 6zelligi, karbonik

anhidraz enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi i¢in son derece onemlidir. Safra

13
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asitlerinin siilfonamit tiirevleri olan CA inhibitorleri enzim {izerinde yarigsmasiz
bir inhibisyon gosterdiklerinden enzimin aktif bolgesine baglanmazlar ve
enzimin turnover sayisini yani katalitik aktivitesini disilirerek inhibisyon
gosterirler. Bundan dolayr inhibitérler metal komplekslerinin 10-100 kat

arasinda enzim inhibisyonunu arttirir (Supuran, 1992).

Gozde akoz himdriin olusumu karbonik anhidraz tarafindan saglanir.
Enzimin inhibisyonu akéz hiimoér salgilanmasinin azalmasina neden olur.
Karbonik anhidraz inhibitorlerinin goz i¢i ve kafa i¢i basincini azalttiklar
gozlenmistir. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin pozitif yan etkileri vardir.
Okiiler ve serebral kan damarlarinda vazodilatasyon yaparlar. Bu néroloji ve
beyin cerrahisinde, damarlarin miimkiin oldugunca genisletilerek perfuzyonun
arttirilma yiizdesinin, yedek kapasitesinin 6lglimiinde kullanilmistir. Glokom
tedavisinde de karbonik anhidraz inhibitorleri avantajli olabilirler (Flammer,

2003).

2.6. Karbonik Anhidraz Enzimini inhibe Eden flaclarin Temel Etkileri

Karbonik anhidraz enziminin ilaglar tarafindan inhibisyonu sonucu, tiibiil

hiicrelerinde H" iiretiminin azalmas1 asagidaki etkileri dogurur.

e Sodyum reabsorpsiyonunun sonucu H' ile degis-tokus suretiyle olan b&liimii

azalir, buna bagl olarak su reabsorpsiyonu da azalir.

e Distal tiibiillerde degis-tokus icin gerekli H'"’in azalmasi buradan K'
salgilanmasinda artmaya neden olur. Bunun sonucu idrarla potasyum kayb1

artar ve hipokalemi gelisebilir.
e Filtratta HCO;5’lin CO;’ye doniisiimii ve dolayisiyla reabsorpsiyonu azalir.

Bunun sonucu viicuttan HCOj3;™ kaybi1 artar, hiper kloremik asidoz gelisir ve

idrarin kalevligi artar.

14
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e Amonyagin amonyum haline doniisiimii azalacagindan filtrattan amonyagin

geri alinmas1 artar ve sonugta amonyask retansiyonu gelisir.

e Oral karbonik anhidraz inhibitorleri sliyer epitelyumden arka kamaraya
bikarbonat sekresyonunu engelleyerek g6z ici basincimi azaltirlar (Kayaalp,

1978).

2.7. Etki Yerleri

Karbonik anhidrazin baglica 2 izoenzimi vardir. Bunlardan izoenzim I
mide paryetal hiicrelerinde ve izoenzim II bobrek tubulus hiicrelerinde, gozde

bulunur.

Bu enzimlerin aktivitesi karbonik anhidraz inhibitorleri ile baskilanir. Bu
enzim bobrek korteksinde proksimal ve distal tiibiil hiicrelerinin ayrica toplayici
tiiblil hiicrelerinin lumene bakan kisimlarinda konsantre olmustur. Ayrica
eritrositlerde, mide mukozasinda ve beyinde bulunur. Karbonik anhidraz c¢ok
onemli bir enzimdir, c¢linkii bobregin alkalileri tasarruf etmesini,asit-baz
dengesini korumasini saglar. Gozde akéz hiimoriin olusumu karbonik anhidraz
enzimi tarafindan saglanir. Enzimin inhibisyonu akéz hiimér salgilanmasinin
azalmasina neden olur. Midede parietal salgi hiicrelerinde H meydana gelir

(Kayaalp, 2001).

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin goz i¢i ve kafa i¢i basinci azalttiklar
gozlenmistir. Karbonik anhidraz inhibitérlerinin pozitif yan etkileri vardir.
Okiiler ve serebral kan damarlarinda vazodilatasyon yaparlar. Bu ndroloji ve
beyin cerrahisinde , damarlarin miimkiin oldugunca genisletilerek perfiizyonun
arttirllma yiizdesinin, yedek kapasitesinin Ol¢imiinde kullanilmistir. Glokom
tedavisinde de karbonik anhidraz inhibitorleri avantajli olabilirler. Ayrica bazi

organlarda sivi transportunu beta-bloker kullanimida kontrendikendir (Flammer

2003).
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2.8. Farmakodinamik Ozellikler

Karbonik anhidraz inhibitorleri Na-HCO3 dilirezisine ve total viicut HCO;
niin azalmasina neden olurlar. Karbonik anhidraz aktivitesinin inhibisyonu
proksimal tubulustan bikarbonat emilimini deprese eder. Bikarbonat hiicrelerde
ve limende toplanir. Asetazolamit proksimal tubulustan bikarbonat emilimini
inhibe eder. Fakat tubulusun bagka bir bolgesinden karbonik anhidraz
enziminden , bagimsiz olarak yine bikarbonat emilir. Yani asetazolamit
proksimal tubulustan emilen bikarbonat %485’ini, tiim bobrekten emilen
bikarbonatin ise %45’inin emilimini 6nler. Viicut bikarbonat deposunda azalma
hiperkloremik metabolik asidoza yol agar, tekrarlanan ila¢ dozlar1 ditiretik etkisi
giderek azalir. Proksimal bikarbonat reaksiyonunun inhibisyonunda ilging olan
etki,buna paralel proksimal tubulusta CI' emilimide inhibe olmaktadir (Simsek,

1992).

Sonugta karbonik anhidraz inhibisyonunda proksimal tubulusta NaHCO3
ve NACI reabsorbe olmaz. Tubulusun distaline dogru (¢ikan kolun kalin
kismina) gelen NACI yiikii artar, natri liresis bikarbonat atilimi ile birlikte

(Clorid ile degil) olur.

2.9. Kullanim Alanlari

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin  kullanim alanlart1 su sekilde
siralanabilir:
¢ Glokom: Karbonik anhidraz inhibisyonu ak6z humoriin formasyonunun azaltir
ve gbz i¢i basincini digiiriir. Glokomun kronik tedavisinde kullanilir.
e Idrarin alkalilestirilmesi amaciyla kullanilir. Bu da asit ilaclarla gelisen
zehirlenmelerin tedavisinde ise yarayabilir.
e Epilepsi tedavisinde yardimci ilag olarak kullanilir.
e Kronik metabolik alkalozda bikarbonat tiiketimini saglayarak asit-baz

dengesini saglarlar.
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o Akut dag hastaligi: Belirli bir yiikseklikte ortaya ¢ikan uykusuzluk, bas agrisi,
bulanti, halsizlik, solunum bozukluklar1 gibi bulgulara kars1 profilaktik olarak
kullanilir.

¢ Hiperkalemik periodik paralizde {iriner yolla PO4 atilimini saglarlar.

e Sirozda kullanilmamalidir (kontrendikasyon) (Dokmeci, 1992).

2.10. Karbonik Anhidraz inhibitorleri, Aktiviteleri ve Kullanim Alanlari

Memelilerde 16 farkli o karbonik anhidraz izoformlar1 belirlendi. CO, ‘in

HCOj™ “a cevrilebilmesi i¢in 13 katalitik aktiviteye sahiptir.

Bunlarin bazilar1 cytosolic (CAI-II-III-VII-XIII) digerleri membrana baglidir.
(CA IV-IX-XII-XIV-XV) CA VA- CA VB mitokondrialdir ve CA VI siit ve
tilkiirtikte gizlenir. B-a-CA ailesinin temsilcileri yiiksek miktarda maya, bitki, bakteri

ve mantarda bulunur.

Enzimleri elektrolitlerin saliniminda asit ve baz dengesine, iyon transferine,
biyosenetik reaksiyonda tiimor baglangicinda ¢ok 6nemli fizyolojiksel ve patalojiksel

olaylarda rol oynayan bir katalizordiir.

Insanlardaki CA aktivitelerin ¢cogu ilag tasarmm igin amaghdir. CA inhibitérleri
siilfonamid, siilfomat ve siilfamid tiirevleri, antiglokom, antiepilepsi, antiobezite ve
antitimor temsilcileri olarak aplikasyon gosterirler. Onlar farkli olusumlar iceren
farkli izoformlar1 amaglarlar ( CA II ve CA XII antiglokom temsilcisi, CA VII ve CA
IT antiepilepsi, CA VA ve CA VB antiobezite hareketi icin CA IX ve CA XII
antitimor etkisi icin). Hastalikli organizmalarda, cesitli CA’ larin varligmma son
zamanlarda ilag olarak tasarimmin arastirilmasma baglanildi  (Plasmadium
Falciparum, Helico bakter Pylari, Mycobacterium Tuberculosis, Candida albicans,

crytococus neoformans vb olarak).
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Yogun caligmalarla aktivitelerinin siniflandirilmasiyla memelilerdeki CA ‘nin
aktivasyonu, depresyon, alzaymer hastaligi tedavisi i¢in yeni yaklagimlar: da temsil
eden faydali synaptigin ¢ogalmasi i¢in yararli farmakolojik tiirevlerinin tasarimi en
sonunda belirlenebildi. Bu konuda 6nemli siire¢ler ¢esitli izoenzimlerin arastirilmasi
inhibitorlerin ve aktivitelerinin siniflandirilmasi ile basarildi. Ayni zamanda
farmakolojik uygulamalarla farkli CA izoformlarinin inhibitor/aktivitelerinin X-Ray

kristal yapilarinin ¢éztimleri anlagildi.

Karbonik anhidraz, metal enzimleri ile Okaryot ve prokaryotta varliginin
siirdiiriir (CA IV belirgin sekli ile kodlanir.). Ilgisiz gelisimli gen ailesi, 0-CA (yesil
bitkilerin stoplazmasinda bakteri, bakteri algeasinda vardir), B-CA (genel olarak
bakteri, algea, kloroplast), y-CA ( genel olarak Archaea ve bazi bakterilerde), 5-CA

(baz1 deniz diatomlarinda mevcut).

Cizelge 2.1. Karbonik Anhidraz izoenzimleri, Katalitik Aktivitesi(siilfonamid benzerligi) ve Hiicre ici

yerlesimleri

Izoenzim Katalitik Aktivitesi Hiicre I¢i Yerlesimleri
(Hidrataz)

KA-I Diisiik Sitozol
KA-II Yiiksek Sitozol
KA-III Cok diistik Sitozol
KA-IV Yiiksek Plazma membrant
KA-V Orta dereceli*/yiiksek Mitokondri
KA-VI Orta dereceli* Tiikiiriik i¢inde
KA-VII Yiksek Sitozol
KARP-VIII Yok Sitozol
KA-IX Yiiksek Plazma membrani
KA-X Yok Sitozol
KARP-XI Yok Sitozol
KA-XII Diistik Plazma membrant
KA-XIII Diistik Sitozol
KA-XIV Yiiksek Plazma membrani

*pH 7.4’de orta dereceli, pH 8.2’de yiiksek
Memelilerde 16 farkli o-CA izoenzimleri yada proteinlerle iliskili CA

tanimlanir (Cizelge 2.1). Birka¢ Cytosolic sekilleri (CA I-III-VII), bes membrana
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bagl izoenzimler (CA IV-IX-XII-XIV-XV), iki mitokondrial sekilleri (CA VA ve
CA VB) ve gizli bir CA izoenzim sekli olarak (CA VI) tiikiiriikte ve siitte vardir
(Scozavafa, 2006).

Enzimlerin katalizi karbondioksitin bikarbonat iyonuna ¢evrimi ¢ok basit bir
reaksiyondur. Ayrica bu enzimler bir ¢ok fizyolojiksel ve patalojiksel siirecleri igeren
CO,/HCOsa degisimi ve solunuma bagli olan ¢ok énemli fizyolojik olusumlarda rol

oynar.

Birgok CA’lar ger¢ekten organizmanin ¢esitli cevresel sartlarinda adaptasyonu
yasamini siirdiirmesinde 6nemli bir yere sahiptir. 2004 yilinda baslanan
aragtirmalarda, CA hakkinda memelilerde patalojik ve fizyolojik ilgileri incelenmeye
baglanilmistir. CA katalitik ve inhibitdr mekanizmalarn hakkinda goriis ve
arastirmalar yapilmistir. Bu arastirmalarda, ila¢ olarak kullanilmasi hedeflenen
insanlardaki izoformlar ile birlikte (tipki CA VA-VB VII- IX- XII- XIII) 6zel
enzimlerin aktivasyon ve inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Ayrica ¢ogu patalojik
uygun organizmalarda CA’nin karekterizasyon arastirmasi yapilmaktadir (mantar,

bakteri, protista).

2.11. Yeni Karbonik Anhidraz izolasyonu ve Karekterizasyonu

2005 yilinda ¢ogu memelilerde (insanlari igeren) 15 CA izoformlar1 tanimlandi.
Bunlar o- smifina ait CA izoformlaridir. Bununla birlikte 16. izoenzimin var oldugu
Parkilla’nin grubu tarafindan desteklenmektedir.(CA XV) (Bu izoenzim 16.
izoenzim olmasina ragmen, CA XV olarak numaralandirilir. Ciinkii iki tane CA V

1zoenzimi vardir. Bunlar CA VA ve VB’dir.

Seri analizlerde bu enzimin sekiz tiir CA XV genomik seri kodlamasina sahip
oldugu tanimlandi. Bununla birlikte bir seri datalarin sonucunda CA XV insanlarda
ve sempanzelerde sahte bir gen oldugu goriildi. Ters transkrip PCR, insanlarda CA

XV’ 1 gostermedigini onayladi.
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Buna karsin PSR’ da, CA XV, bdbrekte, beyin ve testiste az da olsa olumlu
gosterim sergiledi. Farelerde yapilan analizlerde CA XV sekillendirildi. Buna gore
CA XV, CA 1V ile iliskilidir. CA XV birkag 6zelligi ile CA IV’ e benzerdir. CA XV’

in katalitik aktivitesi diigtiktiir.

Plasmadium Falciparum, son zamanlarda karakterize edilen insan salyasinin
en belirgin olan a-CA katalitik ozellikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bir seri aromatik
silfonamidler ~ (¢ogu  siilfanilamid/  homosiilfanilamid/  4- aminoetil
benzensiilfonamid, siilfonamidler gibi aromatik aldehitler den elde edilen shiff
bazlar) sitmali parazit enziminin (pfCA) inhibitorii in vitro olarak arastirildi. Boylece
bu aragtirmalarda pfCA i¢in birkac¢ inhibitér mikromolar oranda benzerlikleri
bulundu (pfCA Ki =0,08- 1,230uM ). Buna karsin, siilfonamid CA inhibitorii
asetazolamid  kliniksel c¢alismalarda kullanildi  (asetazolamid ve 4-(3.,4-
diklorofeniliireidoetil)-benzensiilfonamid) (sekil 2.5). Bu inhibitér pfCA’ya kars1 80
nM bagli bir inhibisyon etkisi gosteren ve asetazolamidle kiyasla 4 kez daha etkili bir
inhibitér olarak kliniksel ¢alismalarda kullanildi (Ki= 315 nM). Ayrica lipofilik 4-
(3,4- diklorofeniliireidoetil)-benzensiilfonamid in vitro olarak P.Falciparum’un artist
icin etkili bir inhibitordiir. Buna karsin arastirmalar, asetazolamidin ayni inhibisyon

seviyesini basardigini gozledi.

MH
W
50 ,NH,

0

Cl 6)
Cl

Sekil 2.5. 4-(3,4- diklorofeniliireidoetil)-benzensiilfonamid

Bu caligmalar parazitin yasam siireci, yeni bir mekanizmayla kritik bir enzim
inhibisyonu tarafindan saglanilabilir. Bu deneme caligsmalarina gore, siilfonamid CA
inhibitorleri yeni bir anti-sitma ilaglarinin gelisimi i¢in yeni bir olusum olabilir.

Helicobacter pylori, 1980’li yillarda bulundu. Bu bakteri kronik gastrit, peptik
iilser ve son zamanlarda gastrit kanserlerinde goriinmektedir. Ikinci en genel dzelligi,

insanlarda tiimor olarak goriinmektedir. H.pylori insan populasyonunda bulasict ve
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bazende dliime neden olan bir patojendir. Bu patojen agrida, yliksek asidik sartlarda
(p H’1 1,4 ‘e kadar diisiik) gelisme yoniinden bakteriler arasinda en yeteneklisidir.
Bunun yanmda H.pylori bakterisinin sitoplazmasinda bir B-CA bulundu. Urea’da ve

bikarbonat metabolizmasinda 6nemli rol oynar (patojenin asite dayanikliligiyla).

hpCA’nin inhibitorleri siilfonamid/siilfomatlar aragtirildi. Buna karsin farkl
baglamalarla ~ 4- tert-biitil-fenilkarboksamido/siilfonamido ~ bagli ~ benzen
stilfonamid/1,3,4 tiyadiazol-2 siilfonamid gibi yeni tiirevleri bulundu. hpCA
inhibisyon aktivitelerinin tiim tipleri ortaya ¢ikarildi. Dorzolamid ve basit 4-
stibstitlientli benzen siilfonamidler zayif inhibitorlerdir. Siilfanilamid ve bazi
tiirevleri daha iyi aktivite gosterdi (Ki= 423-640nM). Buna karsin, kliniksel olarak
inhibitor incelemeleri yapildi ve bunlar orta kuvvette aktiviteli inhibitorler olarak
hareketlendikleri ortaya ¢iktt (metazolamid, etokzolamid, diklorfenamid,

brinzolamid, topiramat,...... )(Ki= 105-378nM).

Bazi giicli hpCA inhibitorleri asetazolamid, 4-amino- 6-kloro-1,3-
benzensiilfonamid ve lipofilik kisimlarina birlesen yeni dizayn edilen tip 2 bilesikleri
arasinda olduk¢a fazla ortaya c¢ikarildi. Yeni hazirlanmig bazi tiirevleri 1,2- 3,48
oraninda hCA II’ den {istiin hpCA inhibitorleri segici oralarda iistiinliige sahipti.

Ayrica hpCA’ lar bakteriyel enzimi inhibe i¢in segici 6zelliklerde gosterirler.

Mycobacteria Tuberculos Rv 3888c¢ geni, aktivitesinin pH’ a bagimlilig: ile
pH’1 8.4’ de olan bir B-CA kesfedildi. pH 7.5’te bu olusum gerceklesmedi. Bu

proteinin yapisi, Jone’s grubu tarafindan ¢6ziildii.

Farkli kristal sekildeki CA’ nin tiosiyanat yapisi, farkli tetramer yapilarini
gosteren protein sekilleri, genis yapisal degisiklikler gosteren ve faydali bir
karboksilat shift bolimii iceren grublar ¢oziildi. Bu B-CA ile birkag inhibisyon
caligsmalar1 olmasina ragmen, yeni bir sinif antitiiberkiilos ilaglarin tamamen giiclii

inhibitorlerin ortaya ¢ikabilirligi miimkiin oldu.
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Ayrica aragtirmalar sonucunda, Saccharomyces cerevisiae mayasinin NCE 103

geni bir CA’ da kodlandi (Scozavafa, 2006).

2.12. Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Tasarim ve Uygulamalari

2.12.1. Karbonk Anhidraz anyon inhibitorleri

Tiim metal enzimler gibi, CA’ larda kompleks anyonlar tarafindan inhibe
edilirler (Tipkr siyanit, siyanat, halojenler... gibi). Fakat aym1 zamanda ¢ozeltide
metal iyonlarini (tipkt perklorat, tetraflor borat, ...) baglamak icin diisiik kapasiteli
iyonlarda CA inhibitor aktivitesini gosterirler (Enzim aktif bolgesinden Zn(II)
iyonuna kordine olan ). Inhibitérlerle CA’ larin gesitli etkilesimler fizyolojik agidan

kesinlikle 6nemlidir.

Cogu CA’ lar ¢esitli anyon degisimciler enzim ile birlikte sodyum bikarbonat
transferleri (NBCs) fonksiyonel ve fiziksel olarak etkilesimi gerceklesir. Gergekten
pH ve bikarbonat seviyelerinin kontrol takibi ile, hiicreler proteinler plazma
membranlarinin i¢ine hizlica ve segici olarak daha c¢ok bikarbonat transferini

gerceklestirdigi gozlenmektedir (Scozavafa, 2006).

Fiziksel etkilesimler, CA 1II ve eritrosit membran ( CI/HCOj;) anyon
degisimcisi (AE I) arasinda tanimlanir. AE I bikarbonati hiicre i¢ine disina tagiyarak
hizlandirdigi, CA II’ nin varliginin AE I’ e bagh oldugu Casey’ in grubu tarafindan
bulundu. CA II’ nin AE I’ e baglanmis hali AE I transfer bolgesinde bikarbonat
konsantrasyonunu arttirir. Bikarbonat AE I ile hiicre i¢ine transfer edildigi igin,
CAII’ nin stoplazma yiizeyindeki varligi bikarbonatin tiikketimini hizlandirir. Bu da
bikarbonatin membranlara transferi ile konsantrasyonunun diisiisii, AE I proteini ile
gergeklestigini tanimlar. Bu CA I, bikarbonatla inhibisyona daha yiiksek
dayaniklilikta oldugu anlamina gelir. Fonksiyonel ve fiziksel etkilesimler CA II ve

Na/HCOj5" transferci izoformlar NBC1 ve NBC3 arasinda gerceklesir. (28-30) Tiim
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aragtirtlmis bikarbonat transfer proteini stoplazmik C sinirlarinda CA II baglanma
bolgesine sahiptir. (DRA, CI/HCOs3™ harig) Gergekten CA II DRA’ ya baglanmaz.

CA 1V bir GPI baglantisi vasitasi ile hiicrenin ekstra hiicreli ylizeyine tutturulur.

AE1 ve NBC1’ in ekstra hiicreli tanimlanmis olan ayni gruplar (proteinler
(SLC26A6) arasinda fiziksel kompleks formunda CA 1V ile etkilesen) stoplazmik
enzim CA II’ ye baglanmis oldugu bulundu. CA II baglanma bolgesi (CAB) biiyiik
Olclide SLC26A6 aktivitesini azaltir.

Gegen iki yil icerisinde birka¢ yeni enzim ve c¢ok sayida anyonlarla
etkilesimleri arastirilmaktadir (6rnegin; CA IV — VA — VII — IX — XII ). En iyi
belirlenmis inhibitérler, mCA13 inhibitorleri (siyanat, tiyosiyanat, siyanit ve
siilffonamid’tir) (0,25— 0,74 uM oraninda Ki degerlidir). Buna karsin floriir, iyodiir,
karbonat ve hidrojen siilfit daha az etkilidir (Ki = 3,0 — 5,5 mM). En az etkili
inhibitorler ise siilfat, kloriir ve bikarbonattir(Ki = 138 — 267 mM).

HCAIV (insan membranlarinda bagli olan karbonik anhidraz izosyme) anyon
inhibitorleriyle h CAIV’ilin etkilesimi arastirildi (bu enzimle katalizlenmis CO,
hidrasyon reaksiyonu i¢in arastirildi). Halojenler giicli h CAIV inhibitorleri olarak
davrandig1 goriildii. Halojenler arasinda en iyi h CAIV inhibit6ri floriirdiir. Fakat
yinede izozymlere gore halojenler zayif inhibitérlerdir (tipki h CAI-II-V gibi).
Siyanat, siyanit, hidrojen siilfit daha zayif h CAIV inhibitorleridir (Ki= 0,6- 3,9mM).
Buna karsin tiyosiyanat, nitrat, nitrit daha zayif inhibitor 6zellik gosterirler(Ki= 30,8-
65,ImM). Siilfat izoenzim olmasina ragmen 1yi bir hCAIV inhibitoriidiir. Siilfamit,
siilfamik asit, fenil boronik asit ve fenil arsonik asit (Ki degerleri 0,87-0,93 arasinda

olan) miikkemmel hCAIV inhibitor 6zellikleri gosterdi.

5 farkli hCA izoenzimleri bulunur hCAI-II, hCAVA- hCAIV tiir. Inhibitorlerin
geometrik sekiller (tetrahedral yada trigonal) enzim aktif bolgesinin Zn (II) iyonuna
baglanmasin1 etkilemez. Fakat merkez elementin yapist etki giiciiniin en 6nemli
faktoriidiir. hCAI ve hCAII klorat, perklorat, silikat ve siilfamid, siilfamat siilfat’la

iliskili yapili anyonlarla digerleri tarafindan en iyi inhibitor etkili izoenzimlerdir.
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Bununla birlikte siilfat tek basina zayif bir inhibitordiir. Molibdat zayif bir hCAI
inhibitoriidiir. Fakat hCAII ile daha iyi etkilesim saglamaktadir. hCAIV siilfat,
siilfamat ve sililfamid tarafindan iyi inhibe edilmektedir. Fakat perkloratla bu etki
goriilmemektedir. Bunula birlikte, bu bes izoenzimin detayli inhibisyon c¢alismalari ,
inorganik fosfat, karbamoyl fosfat, antiviral fosfonat foscarnet’l1 yapilari iizerinden

arastirilmustir.

h CAI izoenzimi nétral fosfat ile zayif inhibe edilir, buna kargin karbamoyl
fosfat ile giigliidiir. hCAII ise tiim arastirilmis anyonlarla zayif inhibe edilir. h\CAIV
membrana bagli olan inhibe etmeye en duyarli izoenzimdir (fosfat/fosfonatlarla).

Bununla birlikte hCAIX izoenzimi tiim anyonlarla zayif inhibe edilir.

Alifatik (asetat), di karboksilik (oksalat, malonat), hidroksi/keto asit(L-laktat,
L-malat, piruvat), trikarboksilik yada aromatikler iceren (benzoat, tetrafloro benzoat)
karboksilatlarla aynit bu bes izonemzimler iizeinde detayli inhibisyon calismalari
yapilmistir. hCAI asetat, oksalat, piruvat, L-laktat ve sitrat’la gii¢lii aktive edilir.

Buna karsin malonat, malat ve benzoat ile daha zayif aktiflestiricidir.

h CAII tiim arastirilmig anyonlarla zayif inhibe edilir. h CAIV karboksilatlarla
inhibe etmeye en duyarhidir. hCAVA (mitokondrial izozyme) tiim karboksilatlarla
zay1f inhibe edilir. h CAIX’da ayn1 sekilde tiim anyonlarla zayif inhibe edilir (asetat,

laktat ve benzoat harig).

Ayni izoformlar iizerinde kompleks anyonlu inhibitoriin floriir, kloriir, siyanid,
bunun yani sira B(II), Si(IV), P(V), As(V), AI(III), Fe(Il), Fe(Ill), Pd(II), Pt(Il),
Pt(IV), Cu(I), Ag(I), Au(l) ve Nb(V) tiirleri arastirilmistir. Komplekslerin aktivitesini
etkileyen en Onemli faktori merkez metal iyonunun / elementinin notrliigii ve

yukiidiir. Bunun yaninda geometrik seklinin daha az 6nemli oldugu goriinmektedir.
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2.12.2. Siilfonamit, Siilfamat ve Siilfamid inhibitorleri

Cogu CATl’ler ¢inko bagl gruplara ya da bu gruba bioizosterik kisimlar (tipki
siilffamat yada siilfamid gibi) siilfonamide sahiptir. Simdiye kadar izoformlar

izerinde spesifik olarak bazi fizyolojiksel ilgileri tizerine arastirmalar yapilmustir.

1990’larda antiglokom siilfonamidler topikal etkilerinin gelisimi CAIV
izoformu inhibisyonu {izerine yapilan ¢aligmalar yayimlandi ( inek enzimi (b CAIV)
kullanild1). bCAIV siilfonamidli inhibisyona iyi bir duyarlilifa sahiptir. Insan
viicudundaki h CAIV ile ineklerdeki b CAIV iizerinde c¢aligmalar yapilarak
kiyaslama yapildi. b CAIV tiirevlerinin ¢coguyla gii¢lii olarak innhibe edilmektedir.
hCAIV ise ondan bagka daha farkli inhibisyon tiirevlerine sahipti.

Birkac bilesik (tipki asetazolamid, etokzolamid ve bromosiilfanilamid gibi)
giicli hCAIV inhibitdrleridir. Buna karsin bazi halojenli siilfanilamidler orta diizeyde
gliclii inhibitor etkisine sahiptir. Bununla birlikte bunlarin ¢ogu zayif etkili hCAIV

inhibitorleridir ( metazolamid, dorzolamid, topiramid, diklorfenamid).

Mitokondrial hCAVB Nishimori tarafindan arastirildi ve saflastirildi.
Stilfonamit/siilfamat gruplu h CAVB inhibisyonu arastirildi. Bilesimlerin bazilari
kliniksel kullanildi. Benzen siilfonamidler etkisiz inhibitorlerdir, buna karsin 4-
amino, 4-hidrazino, 4-metil, 4-karboksi kisimlar ya da halojenli siilfanilamidleri
tagiyan tiirevleri daha etkilidir. h CAVB ilag amaglidir. Bazi inhibitorleri anti obezite

tedavilerinin gelisiminde etkili olabilir.

Yeni klonlanmis insan h CAVII inhibitére aromatik ve heterosiklik
silfonamidliler arastirilmaktadir  (asetazolamid, metazolamid, etokzolamid,
diklorfenamid, dorzolamid, brinzolamid, benzolamid). Bunun gibi bazi kliniksel
tirevler kullanilarak arastirmalar yapilmaktadir. Bunun yani sira anti epilepsi
siilffamat ilac1 topiramat (Sekil 2.6.) arastirnlmaktadir. h CAVII yiiksek katalitik
aktivite gosterdi. CO, hidrasyon reaksiyonu igin 32 tiir siilfonamid/siilfamat’li h

CAVII arasinda ¢ok ilging inhibisyon profili gozlendi. h CAVII tim arastirilmis
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bilesimleri yiiksek benzerlik gosterdi. Heterosiklik ya da bi siklik aromatik
stilfonamidler miikemmel hCAIIV inhibitér Ozellikleri gosterdi. Buna karsin
monosiibstitiie ve disiibstitiie benzen siilfonamidler daha az aktiftir. Bununla birlikte
insan isozyme hCAXII inhibisyonu ayni tiir siilfonamidlerle aragtirildi. Etokzolamid

ve birkag¢ halojenli siilfanilamidler gii¢lii inhibisyon etkisi gosterdi.

0
O\}Sﬁ’
/ TNH,
0 0
0 0

e e
3 a 3

HsC CH4
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Sekil 2.6. Topiramat bilesiginin yapisi

Anti glokom stilfonamidler kliniksel olarak kullanildi, dl¢iilii bir inhibitor olan
diklorfenamid hari¢ hari¢ bunun yani sira topiramit, indisulam (Sekil 2.7.), ¢cok etkili
hCAXII olarak davrandi. hCAXII hedefi anti glokom siilfonamitlerdir ve etkili
hCAXII inhibitorleri hyroxic tiimdrlerin ydnetimi i¢in gelistirilebilir.Gergekten
biiylik dl¢iide hyroxic timoriinde hCA IX’a benzer, izoform hCAXII sik sik fazla
denenmektedir (Scozavafa, 20006).

Sekil 2.7. Indisulam bilesiginin yapisi.
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2.13. Glokom Tedavisinde Kullamilan Karbonik Anhidraz Inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri sistemik (asetazolamid, diklorfenamid,
metazolamid) veya lokal (dorzolamid, brinzolamid) kullanildiklarinda karbonik

anhidrazi inhibe ederek ak6z yapimini azaltarak g6z i¢i basincini diisiiriirler.

2.13.1. Primer acik acih glokom, ila¢ tedavisinde karbonik anhidraz
inhibitorleri

Bu grupta sistemik olarak kullanilan Asetazolamid vardir. Primer agik agili
glokom tedavisinde giiniimiizde eski popiilaritesini kaybetmistir. Bu ilaglar
stilfonamid grubu ilaglardir. Sodyum tutar, potasyum atar, bu durumda korpus
siliarede asit ortam olusur, humdr akdz yapimi asit ortamda azalir. 250 mg lik
tabletleri vardir. Parmak uclarinda uyusukluk, halsizlik, istahsizlik, empotans,
bulant;, kusma gibi sistemik yan etkileri vardir. Yaninda bir K™ preparat1 ve
potasyumdan zengin gidalar vermek bu etkileri azaltir. Ameliyat Onerilen
hastalar, bir miiddet icin ameliyati ertelemek istiyorlarsa bu ilaclardan
yararlanabilirler, uzun sitire kullanilmamalidir. Giinlik doz 1 gramu
gecmemelidir. Asidoz yaptigi i¢in diabetiklerde, serum amonyak diizeyini
arttirdi@1 icin karaciger hastalarinda, tiremi ve bobrek tasina yol agtigi icin
bobrek hastalarinda  kullanilmaz. KOAH'da karbondioksit birikimini
arttirdigindan cok risklidir, kullanilmaz (Kutay).

2.13.2. Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri arka kamaradaki bikarbonat akimin ve

dolayisiyla akdz sentezini azaltarak goz i¢i basincini etkiler.

- Asetazolamit

- Metazolamit

- Diklorfenamit
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Bu ilaglar himér akéz yapimini azaltarak gdz ic¢i basincini azaltirlar.
Kullanimlarimi kisitlayan durum, yiiksek oranda sistemik yan etkilere sahip

olmalaridir.

2.13.2.1. Asetazolamit

Sekil 2.8. Asetazolamit bilesiginin yapisi

Asetazolamit (9) Becker tarafindan yaklasik 50 y1l 6nce glokom tedavisine
sunuldu. Asetazolamit akdz hiimoriin lretimini yaklasik olarak % 27 azaltir
(Clark ve arkadaslar,1992). Antimikrobiyal etkinligi olmayan sentetik
stilfonamid tiirevidir. Mide ve bagirsak kanalinda kolaylikla absorbe edilirler.
Salgilama suretiyle proksimal tiibiillerden itrah edilerek elimine edilir. Tiibiil
hiicrelerini humene bakan yiizlerinden etkiler, bu nedenle lumene salgilanmasi
etkinligi yoniinden 6nemlidir. Idrar iginde itrah edilen Na', K ve bikarbonat
miktarmi arttirir ve kloriir miktarint azaltir. Asetazolamid genellikle tablet
formunda kullanilir. Maksimum etkinlik i¢in giinliik dozu 1000 mg'dir. Her
biri 250 mg olan tabletlerinden giinde dort doz, veya her biri 500 mg olan
iki yavas salinimli kapsiil (tablet bagirsakta igerigini yavas yavas birakir)
olarak alinabilir. Yavas salinan kapsiillerin etkisi daha uzun siirer. Tim
karbonik anhidraz inhibitorleri gibi asetazolamid goz i¢i basincini akdz sivi
yapimini azaltarak gosterir. Tiim glokom tiplerinde kullanim1 vardir. Major

dezavantaj1 yan etkileridir: bunlar rahatsizlik verici ve ¢ok sayidadir, ancak
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genellikle ila¢ tedavisi kesildikten sonra geri doner ve az zararlidir. Yan
etkileri parestezi (kol ve bacaklarda ignelenme gibi rahatsizlik), isitme
glicliikleri, tinnitus (kulaklarda ¢inlama), istah ve libido kaybi, ac1 tat alma
(6zellikle karbonlu igecekler sonrasi), bulanti, vs.dir. ila¢ hastanin kan
potasyum diizeyini diisiiriir, ve potasyumdan zengin diyeti, bazen de potasyum
hap kullanimin1  gerektirir. Korkutucu ve agrili bir komplikasyonu
irolityazistir (bobrek tasi). Bunun olusumunu engellemek icin hasta

igebildigi kadar su igmelidir.

Acil durumlarda, mesela GIB'nin ¢ok fazla yiikseldigi durumlarda bu
ilag intravendz verilebilir. Duruma gore giinde 500 veya 1000 mg dozunda
verilebilir. Ilag GIB'm1 oldukga iyi diisiirdiigii ve tiim glokom tiplerinde
kullanilabildigi i¢in, glokom tedavisinde halen en Onemli acil ilagtir.

Cocuklara da verilebilir, ancak dozunun ayarlanmas1 gerekir.

2.13.2.2. Metazolamid

Sekil 2.9. Metazolamid bilesiginin yapisi

Bu ilag daha az yan etkisi olan karbonik anhidraz inhibitérleri bulma
cabalar1 sonucu gelistirilmistir. Metazolamid (10), basing diisiiriicii etkisi ile
asetazolamid ile karsilastirilabilir ve 50 ile 100 mg arasi dozlarda giinde iki
veya li¢ defa kullanilir. Metazolamid asetazolamide kiyasla yagda daha ¢ok
¢oOziinlir ve pazarlama proteinlerine daha az oranda (%55) baglanir. Okiiler
dokulara daha iyi diflizyonu vardir. Agir yorgunluk, ve bazi olgularda

depresyona yol agar.
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2.13.2.3. Diklorfenamit

Sekil 2.10. Diklorfenamit bilesiginin yapisi

Giinde bir ile ti¢ defa diklorfenamid (11) 50 mg dozda
kullanilabilir. Potasyumun daha belirgin kayb1 ile sonuglanir, ve genellikle
asetazolamidden daha fazla yan etkiye sahiptir. Sistemik karbonik anhidraz
inhibitorlerinin 6nemli yan etkileri sebebi ile bu simf ilaclarin topikal
formlarin1 gelistirmek gerekmistir. Sistemik yan etkileri azalirken lokal

reaksiyonlarda artis goriilmiistiir (Flammer, 2003).

2.13.3. Lokal kullanimda karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz enzimi inhibitérlerinin lokal kullanimi 1989 yilinda
ortaya atilmistir ve iyi tolore edildigi, GIB diisiirmede etkili oldugu goriilmiistiir.
1954 yilindan beri sistemik yolla kullanilan asetazolamid (9), metazolamid (10),

etokzolamid ve diklorfenamid (11) lokal bir etkiye sahip degildir.

Lokal etkili karbonik anhidraz inhibitdrlerinde géz oniline alinmasi gereken
bazi giigliikler olmaktadir. Bunlar zayif okiiler penetrasyon, soliisyon icerisinde
zay1f solubilite, okiiler irritasyon ve hiperemidir. Giiniimiizde diinya piyasasina
sunulan dorzolamide (MK 507) PAAG da lokal olarak kullanilmaya
baglanmigtir. % 0.5-1-2 dozlarda 8 saat etkilidir. Fazla bir yan etkisi
goriilmemektedir, iyi tolere edilmektedir. Bir diger lokal kullanilan karbonik
anhidraz inhibitorii Brinzolamid olup, 10mg/ml siispansiyon halinde %1'lik g6z

damlasidir. Ph 7.5 oldugundan dorzolamidde oldugu gibi okiiler irritasyon ve
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konjonktiva hiperemisi goriilmemektedir. G6zde yanma, batma hissi olmaz.
Sabah aksam damlatmak goz i¢i basincini diistirmekte etkilidir. Gerekirse giinde
ii¢ defa da kullanilabilir. Dorzolamid damlatildig1 zaman agizda aci metalik bir

tad birakir, fakat bu durum brinzolamid ile goriilmez (Kutay).

2.13.3.1. Dorzolamid

Sekil 2.11. Dorzolamid bilesiginin yapisi

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri gibi CAII’ yi bloke ederek hiimor
akoz prodiiksiyonunu azaltir. Deneysel c¢alismalara %?2’lik konsantrasyonda
maximum g6z i¢i basincint disiiriicti  etkinin  gelistigini  gdstermistir.

Dorzolamid (12) tedavide 2 sekilde uygulanabiliyor.

Strahlman ve arkadaglar1 Agustos 1995°te yayinladiklar1 caligmalarda
dorzolamidi timolol ve betaxolol ile etki ve giivenirlik acgisindan

kargilastirmiglardir.

Dorzolamidin sistemik karbonik anhidraz inhibitorlerinde rastlanan major
sistemik yan etkileri dogurmasi, iyi tolere edilmesi, pupil ¢apim etkilememesi,
asit baz ve elektrolit bozukluklarina neden olmamasi, kan basinct ve kardiyak
nabizda degisiklik yaratmamasi 6nemli olumlu ozellikleridir. Diger olumlu

ozelligi, yapilan ¢aligmalarda ilacin retina kan akimini arttirdig1 gosterilmistir.
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Dorzolammidin timolol iile kombine kullanilmas: aditif etki doguruyor.
Dorzolamid %0.5’lik timolol ile kombine kullanildiginda goz i¢i basincinda 4.2
mmHg ek diisiis olusuyor. Dorzolamidin timolol ile kombine kullanilmasinda
oldukga aditif bir etkinin gozlenmesi bu iki ilacin birlestirilerek kullanilmasi
diisiincesini dogurmus. Timolol %0.5 ile dorzolamid %2’nin kombinasyonu

1998’de tedaviye sunulmustur.

Ayrica topikal karbonik anhidraz inhibitorlerinin sistemik karbonik

anhidraz inhibitorleriyle kullanilmasi 6nerilmiyor.

Rosenber ve arkadaslari 1998’de yayinladiklar1 caligmalarda sistemik
asetazolamid ve topikal dorzolamid kombinasyonunun g6z i¢i basinci azalamsi
ve hiimoér akoéz formasyonu iizerindeki aditif etkilerini arstirmiglardir

(Rasenberg, 1998).

2.13.3.1.1. Kullanim1

Dorzolamid (12) giinde iki kez % 2’lik g6z damlasi olarak kullanilir. Orta
diizeyde GIB diisiisii saglar. Asetazolamid ile oldugu gibi dorzolamidin okiiler
perflizyonu arttirdiginin belirtileri vardir. Bu bozuk kan akiminin oldugu
olgularda 6zellikle faydalidir. Uygulama sonrasi hafif bir yanma olabilir, gézler
biraz kizarabilir. Kornea problemi olanlarda, durumlarinda hafif bir bozulma
olabilir. Baz1 hastalarda gecici aci tadi hissedilebilir, bu da damlanin bir
kisminin goz yas1 kesesinden gozii terk ederek buruna ve oradan agza bosalmasi
sebebiyledir. Burada dorzolamid karbonik anhidrazi inhibe etme etkiside
gosterebilir. Daha az CO, H,COs’a doniistiiriilerek CO, seviyesinde rotatif bir
artis agizda aci bir tat gelisimine yol agar. Ne yazik ki alerjik reaksiyonlar az

degildir.
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2.13.3.2. Brinzolamid

NHC,Hs

Sekil 2.12. Brinzolamid bilesiginin yapisi

Brinzolamid (13) %1 lik lokal konsantrasyonda giinde iki defa
damlatilir. GiB'n1 dorzolamid kadar etkili diisiiriirken daha az yan etki
bildirilmistir. Okiiler dolagima dorzolamid gibi yararli etkisinin var olup

olmadigi zamanla goriilecektir (Flammer, 2003).

Son yillardaki ¢aligmalarda ise (13) ve (12) bilesiklerinin de; goz
yanmalari, tahris, yara olusmasi ve donilislimsiliz tiimor olusumlarina sebep
olduklar1 bulunmustur. CA izoenzimlerinin fizyolojik ve fizyopatalojik
fonksiyonlarinda rol oynayan inhibitérlerden, 5-amino-l1,3,4-tiyadiazol-2-
siilfonamid (sekil 2.8) halkasina sahip safra asitleri tiirevleri sentezlenmistir.
(5-(3a-hidroksi-5-B-kolanamido)-1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamid,5-(3a.7a-
dihidroksi-5-B kolanamido)1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamid ve 5-(30,70a. 120-
trihidroksi-5-B-kolanamido)-1,3,4-tiyadiazol-2-siilfonamid] bilesikleri
sentezlenip ve bu bilesiklerin viicutta biiyiik fizyolojik fonksiyonu olan CA-I
ve CA-II izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri incelenmistir (Biilbiil,

2002).

Daha yiiksek omurgalilarda CA'nin énemli rol oynamasi nedeni ile, CA
inhibitorii 6zelliklerine sahip olan bilesikler baslica aromatik/heterosiklik
siilfonamidler (asetazolamid, metazolainid, etoksozolamid, diklorofenamid gibi),
glokom ve cesitli norolojik/néromuskolar bozukluklar (esas olarak titreme ve

Parkinson hastalig1), asit-baz dengesizligi veya diiiretikler olarak farkli pataloji
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durumlarin tedavisinde 45 yildan daha fazladir kullanilmaktadr.

Bir ¢ok alanda stilfonamidin koordinasyon kimyasina dikkate deger oranda
bir ilgi vardir. Azot iizerindeki elektron yogunlugunun elektronegatif oksijen
atomlar1 tizerine ¢ekilmesi nedeniyle nétral siilfonamidler zayif ligantlar olarak
beklenir. Ancak, siilfonamidin azot atomuna bagli olan hidrojenin kolay
ayrilabilir olmasi nedeniyle siilfonamid anyonlar1 etkili o-verici ligantlar
olarak davranir. Enzimin aktif oldugu siilfonamid kisminin metal ile koordine

olabilmesi farmakolojik maddelerin bu ailesinin bir avantajidir.

Asetazolamid,metazolamid, etoksozolamid, dorzolamid vs. gibi heterosiklik
siilfonamid molekiillerinin i¢inde kalabalik heteroatomlarin bulunmasi (azot
ve/veya siilfiir) metal iyonlar1 ile kompleks olusturmak icin onlar1 cazip ligand

haline getirir.

Heterosiklik siilfonamidler ile yapisal olarak ilgili spektroskopik ve X-1s1m1
kristallografisi yontemiyle karakterize edilen (Supuran, 1993). Bir ¢ok metal
kompleksi rapor edilerek farkli izoenzimlerin inhibisyonu icin incelenmistir
(Supuran, 1992; Ilies, 2000). Ligand olarak daha ¢ok incelenenler asetazolamid,
metazolamid ve benzolamid gibi tiyadiazol siilfonamidlerdir. Ger¢ekten de metal
kompleksleri icin sadece bu {i¢ siilfonamidin X-151m1 kristal yapilar
mevcuttur (Alzuet, 1994). Bununla beraber etoksozolamid ve dorzolamidin
kompleksleri de  bulunmaktadir.  Heterosiklik  siilfonamidlerin ~ metal
komplekslerinin CA inhibitorii 6zelliklerinin tiiretildikleri stilfonamidlere gore
10 ile 100 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir (Supuran, 1992). Bu giiclii
inhibisyonun, siilfonamid anyonuna ve metal iyonlarina ilgisinden ileri
geldigi  koordinasyon bilesiklerinin  seyreltik ¢ozeltide ¢oziinmesi ile
bulunmustur. Gii¢lii CA inhibisyonu gosteren siilfonamidin metal kompleksleri
ile ilgili birka¢ ilging uygulama rapor edilmistir Yiiksek lipofilik tiyadiazol
stilfonamidin kendisi CA inhibitorii 6zelligi gostermedigi halde; ¢inko ve bakir
komplekslerinin (sekil 2.13) (nanomalar CA II ve CA 1V inhibitérleri) normal
ve glokom hastaligi bulunan tavsanlara uygulanmasi sonucu ¢ok etkili IOP

diisiiriicii madde oldugu goézlenmistir (Supuran ve Mincion,1998). Daha sonra
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bunun gibi bir ¢cok diger metal kompleksinin de buna benzer etki gosterdigi rapor
edilmistir (Briganti ve Tilli, 2000). Benzolamid kompleksi (sekil 2.13.) gibi, bazi
aliminyum siilfonamid komplekslerinin de kopeklerde etkili antisekretor
maddesi olarak davrandigi gozlenmistir. Kronik gastrik fistiillii kopeklerin CA-I
enzimi iizerinde giinde 2x250 mg dozunda (sekil 2.13. aliminyum siilfonamid
kompleksi) veya ilgili Zn(II) veya Mg(II) benzolamit/asetazolamit/etoksozolamit
kompleksleri) ile 3 giin denemeden sonra gastrik asit parametrelerinde bu enzim
inhibitorlerini almayan hayvanlara gore kesin olarak bir azalma oldugu kayit
edilmigtir ( Ilies ve Scozzafava, 2000). Zn(Il), Mg(Il), AI1(III) siilfonamid
kompleksleri belkide ¢ift mekanizma ile hareket ederek antiiilser maddelerinin

yeni siifini olusturabilir.

Bahsedildigi gibi metal komplekslerinin CA-I inhibitoér 6zelliklerinden
elde edildikleri siilfonamitlere gore 10 ile 100 kat daha fazla etkili olmasimnin yani
sira  klinik olarak gastrik asit tedavisinde kullanilan asetazolamid (veya
etoksozolamid)'in metal komplekslerinin  asetazolamidin  kendisi ile
karsilagtirildiginda daha az yan etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Borras ve
calisma arkadaslari yeni benzolamid ve asetazolamid tiirevlerinin Cu(Il) ve
Zn(Il) komplekslerini sentezleyerek benzolamid ve asetazolamidin bu

komplekslerdeki farkli koordinasyon 6zelliklerini incelemislerdir.
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Sekil 2.13. Cinko, Bakir ve Aliminyum Siilfonamid komplekslerinin yapilar1

2.14. Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Yan Etkileri

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin uzun siireli uygulanmadaki faydalari,
sistemik yan etkileri ve zayif uyum nedeniyle sinirlanmaktadir. Cogu vakada
yan etkilerin siddeti doza bagimlidir ve doz azaltilarak, baska bir ilag
kullannmina gecilerek ya da yavas salman bir preparat kullanilarak
onlenebilmektedir (Ozgetin, 2001).

1- Parmaklarda, ellerde ya da ayaklarda karincalanma genel ve zararsiz bir
yakinmadir. Eger hasta bu semptomlarin olmadigini iddia ediyorsa ilaca uyum

mutlaka sorulmalidir.
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2- Yorgunluk, kiriklik, depresyon, kilo kaybi ve libido azalmasi gibi
semptomlar goriilebilir. Bu yiiksek serum diizeyleri ve ilaca bagli metabolik
asidoz nedeniyledir. Hastalarin % 50 sinde 2 haftalik sodyum asetat uygulamasi
semptomlarin gerilemesini saglamistir.

3- Gastrointestinal semptomlar, gastrik irritasyon, abdominal kramplar,
diyare , bulant1 ve kusma ile karakterizedir.

4- Cesitli yan etkiler; renal taslar, steven jhonsen sendromu, kemik iligi
depresyonu, gecici miyopiyi kapsar.

5- Kanda CO2 birikimini artirdigindan dolay1 ¢ok risklidir kullanilmaz.
Karbonik anhidraz inhibitorleri, siilfonamitlerin degisik tiirevlerini olusturan
ajanlardir. Dogrudan karbonik anhidraz enzimini inhibe ederek ve daha kiiciik
bir oranda asidoz olusturarak hiimor akdz salgilanmasini azaltmak suretiyle géz
ici basincimi disiirtirler. Karbonik anhidraz inhibitorleri, sistematik olarak
verildiklerinde akut glokomlarin kisa siireli tedavisinde fayda saglasalar da, uzun
siireli kullanimlarda genellikle yiliksek gérme kaybi riski tasiyan hastalar i¢in
rezerve edilmistir. Miyotiklerle kombine edildiklerinde gayet iyi ilave etki

olustururlar (Oragli, 2001).

2.15. Siilfonamitlerin Tarihcesi

Kemoterapi ilag tasarimi ve medisinal kimyanin kurucusu Paul Ehrlich’in
buluslar1 6zellikle Almanya’da antimikrobiyal ajanlar olarak diisiiniilen boyalar
iizerindeki caligmalarla yogunlasmis ve Bayer laboratuarlarinda azo gruplarin
sentezleri baslamistir. Gerhard Domagk 1932 yilinda daha sonra “prontosil”
olarak isimlendirilen kirmizi bir boya lizerinde ¢alismis ve bunun farelerdeki
streptokok enfeksiyonlarinda oldukga etkili oldugunu bulmustur. Ancak bakteri
kiiltiirlerinde inaktif oldugu goriilmiistiir. Prontosil’in invitro inaktif, invivo

olarak ise aktif bulunmas1 oldukga ilgi ¢ekmistir (Farmasotik tek.,2000).

1935’te Gerhard Domagk ve arkadaslarimin farelerde olusturduklari

hemolitik streptococcuslardan ileri gelen enfeksiyonlari prontosille tedavi
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etmelerinden sonra antienfeksiydoz kemoterapide ilk adim atilmis oldu

(Dékmeci, 1996).

Bir grup arastirmaci, 1936 yilinda yaptiklar1 calismada , siilfonamit yapisi
tastyan azo boyalarin yap1 etki iliskilerini incelemis ve N=N bagimin
biyotransformasyon sonucu kirilarak aktif bilesik olan siilfonamit yapisinin
olustugunu bildirmislerdir. Bu sonu¢ prontosille, tedavi edilen hastalarin kan ve
idrarinda siilfanilamidi izole etmesi Fuller tarafindan dogrulanmistir. Bu
bulgulardan sonra 1948 yilina kadar 4500’{in istiinde siilfonamit tiirevi sentez
edilerek incelenmis ancak bunlardan sadece iki diizine kadar1 klinikte kullanim

alan1 bulmustur (Farmasotik tek.,2000).

Bunlardan bir kismi antibakteriyel diger bir kismida hipoglisemiyan ve
dairetik etkilere sahip siilfonamitlerdir. Antibakteriyel etkili siilfonamitler genis
spektrumlart nedeniyle tek baslarina ¢ok sayida endikasyonda uzun yillar
kullanilmiglardir. Daha sonra trimetoprim, tetroksoprim ya da primetamin
(diaminoprimidinler) gibi dihidrofolat reduktaz inhibitorleriyle kombine
edilerek, giiniimiizde de cok sayida enfeksiyona karsi kullanilmaktadirlar.
Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, idrar yolu enfeksiyonu ve trohom gibi
bakteriyel hastaliklarda etkili ve ucuz olduklar1 igin, siilfa grubu ilaglar halen
kullanilmaktadir. Ancak direncli suslar gelistiginden, hastalarda alerjik
reaksiyonlar goriildiiglinden ve penisilinlerin yaygin kullanimi nedeniyle stilfa
grubu ilaclar trimetoprim ile sinerjistik etki gosterdikleri saptanincaya kadar

kullanilmamislardir (Farmasotik tek., 2000).

38



2. ONCEKi CALISMALAR Belkis BUYUKKIRCALI

NH, Prontosil
0
H,H @N=N@—HH;
| ;
0
%—NH;4

O Siilfanilamid
{17}

Sekil 2.16. Siilfanilamid bilesiginin yapisi

2.16. Siilffonamitlerin Farmakokinetigi

2.16.1. Uygulama yolu

Siilfonamitler sistemik etki olusturmak icin genellikle agiz yolundan
kullanilirlar. Mide ve ince bagirsaklardan oldukg¢a hizli bir sekilde tam veya
tama yakin oranda absorbe edilirler. Plazma albiiminine baglanma oranlar1 %
20-95 arasinda degisir. Etki siireleri kisa olanlar genelde diisiikk oranda
baglanirlar; 6rnegin siilfadiazinin baglanma orani % 25 dir. Depo siilfonamidler
yiksek oranda baglanirlar. Kandaki etkin konsantrasyonlari1 antibiyotiklerinkine
gore oldukca yiiksek olup 60 -150 mg/ml arasindadir. Ag1z yolundan alindiktan

sonra 2-4 saat i¢inde kanda doruk konsantrasyona erisirler.

2.16.2. Emilme

Siilffonamid, siilfisoksazol, siilfamerazin, siilfadiazin, siilfametazin,
suilfametizol ve stulfametoksazol sindirim sisteminde hizla emilir. Bunlarin 6nde

gelen avantajlar asidik ortamda ¢ok eridiklerinden, bobrekte ¢okmemeleridir.
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Bununla birlikte uzun etkili stilfamidlerin yiiksek konsantrasyona erigmesi yan

etkilerin daha sik goriilmesine ve daha ciddi boyutlara varmasina yol agar.

2.16.3. Dagilim

Siilfonamidler hiicre zarlarmi kolaylikla gecerler ve beyine eritrositlere,
akcigerlere, karacigere, pankreasa, kaslara ve sinirlere dagilirlar. Siilfonamidler
insan plasentasina kolaylikla gecerler ve fetiisteki konsantrasyonu hemen hemen

anne plazmasindaki konsantrasyonuna esit olurlar.

Diger onemli 6zelligibiitiin beden sivilarina kolaylikla gegmeleridir. Bu
ozellikleri nedeniyle omurilik sivisindaki  konsantrasyonlar1  plazma
konsantrasyonunun %35 — 75’ne kadar ulasarak menenjit tedavilerinde kolaylik
saglamalaridir. Iltihapl beyin zarlarinin normallere gore daha gegirgen olmalar
sonucu omurilik sivisinda tedavi edici konsantrasyonlara daha kolaylikla

ulagirlar.

2.16.4. Atilma

Biitiin  siilfonamidlerin  plazmadan atilmasi bobrekler araciligiyla
olmaktadir. Serbest ya da konjuge sekillerde atilirlar. Suda eriyen siilfonamidler
ince bagirsagin iist kismindan atilir ve alt kismindan reabzorbe olur (Diphalma,

2000).

2.17. Fiziksel Ozelligi

Siilfonamidler, beyaz, kokusuz, suda az ¢oziinen, buna karsin serum ve
safrada iyi ¢Ozlinen, aci1 tatda kristalize tozdurlar ve alkali pH’da ¢oziiniirliikleri
artar. Siilfonamidler sentetik maddelerdir, para—aminofenil siilfonamid ya da
stilfanilamid tiirevleridirler. SO,NH, fonksiyonu {iizerindeki degismelerle elde

edilen tiirevler antibakteriyel yonden ¢ok aktiftirler.
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2.18. Yap1 — Aktivite iliskileri

Siilfonamid molekiilinde —SO,NH, grubunun tek basina olmasi
antibakteriyel aktivite i¢in yeterli degildir. Fakat serbest —NH,’nin para
pozisyonunda bulunmasi gerekir. Ciinkii yapisinda SO,NH, grubu bulunduran

hipoglisemiyan ve diiiretik siilfonamidlerin anti bakteriyel aktiviteleri yoktur.

En aktif antibakteriyel siilfonamidler SO,NH, grubundaki hidrojen yerine
heterosiklik gruplarin getirilmesiyle elde edilmektedir. Ornegin; pirimidin, ve

dimetoksipiridin, metoksipiridazin, tiadiazol.

— ]
[l
HSGQSDENH—C—NHCH JCH,

Hipoglosemiyan S ifonarmid (18)

(Tolbutamid)
Sekil 2.17. Bilesiginin yapist

Antibakteriyel aktivite i¢in gerekli olan para -NH2 grubunun asetillesmesi
antibakteriyel etkinin kaybolmasina neden olur. Asagida siilfanilamidin

yapisindaki degisikliklerle ortaya ¢ikan inaktivasyon durumlar1 gosterilmistir.

S(DZNH2 SOzNHZ SOzNHz SOzNHz
©/ : | @\
NH,
NH, NHCOCH;,3
AKktif Inaktif Inaktif Inaktif(asetilen)

Sekil 2.18. Siilfanilamid bilesiklerindeki aktivasyon durumlari
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2.19. Kimyasal Ozellikleri

Prontosilin bulunmas1 ve prontosilin bir azo grubu boya olmasi, 6nceleri bu
bilesigin antimikrobik etki ve eyleminin azoik grupla ilgili oldugu kanisini verdi.
Fakat daha sonra azo grubunun antimikrobik etki ve eylem icin gerekmedigi, bu
durumun antimikrobik giiciiniin siilfonamid grubuna bagli oldugu bulundu. Bu
temel bilgiden gidilerek olduk¢a genis bir mikrop tiirii izerinde antimikrobik etki
ve eylemli siilfonamidler tedaviye sokuldu. Azoik nitelikte boyali bilesiklerin, bu
bicimde azo gruplar atilinca, renkleri ile birlikte emilme, metabolizma, atilma
ozellikleri degisti, agirliklart azaldi ve daha ilginci, antimikrobik giiclerinde artma
oldu.

Siilfonamidlerin  genel kimyasal yapisinda, benzol halkasinda para
durumunda bir amino grubu ile bir siilfonamid grubunun bulunmasi gerekir.
Siilfonamid grubuna meta ve orto durumda amino grubu getirilirse, bu bilesigin
antimikrobik etki ve eylemi olmaz. Siilfonamid grubuna para durumunda bulunan
amino grubunun hidrojenleri yerine herhangi bir grup getirilerek, bilesigin
antimikrobik etki ve eylem giiciinii tamamen kaldirir. Orto ve meta durumlarinda

bulunan yan gruplar siilfonamidin asitilasyonu antibakteriyel etki ve eylemi siler.

Amino grubunun hidrojenleri yerine baska gruplar sokulmus ve eylemi
silinmis bilesikler, viicuda girdiklerinde degisiklige ugrayip yeniden yan grupsuz
amino duruna (NH,) gecerlerse, bu bilesikler eski antimikrobik etki ve eylem

giiclerini kazanirlar.

Siilfonamid grubunun NH, boliimiindeki hidrojenler yerine degisik gruplar
getirilerek, bir ¢ok antimikrobik etki ve eylem gosteren bilesikler elde edilir.
Hidrojen yerine getirilen gruplar alifatik zincir olabilecegi gibi, halkali bilesiklerde
olabilir. Bu halkal1 bilesiklerde azot — kiikiirt, azot —azot, azot — oksijen baglar1 elde

edilen bilesiklerin baz1 niteliklerine yon verir.
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Siilfonamid grubunun siilfan (SO,) bolimi antimikrobik etki ve eylem igin
kesinlikle gerekli degildir. Siilfan yerine kiikiirtlii herhangi bir grup ayni etki ve
eylemi saglar. Siilfonamid bigiminde sentez ve bu sentez sonucu tiirevler elde etmek

kolay oldugundan, bu yol daha ¢ok kullanilir (Safak, 1991).

2.20. Yan Etkileri

Yan etkileri, bulanti, kusma ve diyare gibi reaksiyonlari; dokiintii, Steve
Johnson sendromu, vaskiilit, serum hastalii, anafilaksi ve anjiyddem gibi asir
duyarlilik reaksiyonlart; kristaluri, oliguri ve anuri; methemoglobinemi, graniilositoz,
trombositopeni, yeni doganda kerniterus ve G6PD noksanligi olan hastalarda
hemolitik anemi gibi hemotolojik reaksiyonlar; fotosentivite, perferik norit, insomni
ve bas agris1 gibi ndrolojik yan etkilerdir. Steve Johnson sendromunun uzun etkili
stilfonamitlerle kisa etkililere gore daha sik etkili olustugu sanilmaktadir.
Siilfonamitlerin  termdeki anne veya yeni dogana verilmesi kernikterusla
sonuglanabilir. Ciinkii siilfonamitler yeni doganda bilirubini albuminden ayrilirlar.
Bu nedenle terme yakin gebelerde ve yeni doganlara siilfonamit verilmemelidir.
Diger yan etkileri, hipotiroidi, hepatit, siilfoniliire etkisini potansiyalize etmelerine
bagli hipoglisemi ve kumarin antikogiilanlarin etkisinin potansiyalize olmasidir. Yan
etki indisesi cesitli siilfonamitler i¢in farkhidir ancak ¢apraz duyarlilik sik goriiliir

(Keklikoglu ve Tuzcu, 1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan malzemeler

Cam malzemeler olarak tek ve iki boyunlu ¢esitli ebatlarda balon, geri
sogutucu, erlen, beher, biiret, meziir, kilcal boru

Manyetik karistirict ve balik

Spor ve kiskag

Buzdolabi

Piset, baget, puvar, pipet

Ince Tabaka Kromatogrofisi igin aliiminyum plakalar DC Alufolin 60 F 724
TLC (Merck)

UV spektroskopisi i¢in Quartz kiivetler.

3.1.2 Kullanilan cihazlar

UV Lambasi: Camag UV-Lamb (254-366 nm).

Hassas Terazi: Sertorious CP 224 S.

Rotary Evaporator: Heidolph Laborta 4003—contral.

Erime Noktas1 Tayin Cihazi: Stuart Scientific Melting Point Apparatus.
Etiiv: Niive FN 500, Safety Thermostat.

pH Metre: Crison pH Meter Basic 20.

FT-IR Spektrometre: Perkin Elmer Spektrum.

UV-Vis Spektrometre: Hitach1 U-1900 UV-Vis Spektrometre.
Manyetik Karistiricr: Heidolph MR 3001.
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3.1.3. Kullanilan kimyasallar

e Aseton

o [Etil asetat

e Etil alkol

o Siilfanilamid

e Kloroasetilkloriir

e 4-ctil morfolin

e Tetrahidrofuran (THF)

e Diklormetan (DCM)

e 3-kloropropanoil kloriir

e 3-kloropivaloil kloriir

e Asetazolamid

e Metanol

¢ Dimetilsiilfoksit (DMSO)

e Potasyum bromiir

e Metil alkol

e p —nitrofenil asetat

e Tris(hidroksimetil)aminometan
e Hidroklorik asit

e Karbonik anhidraz enzimi

e Potasyum karbonat (K,COs3)

e Dietileter

e D-glukoz
e D-fruktoz
e (Qliserin
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3.2. Yontem
3.2.1. Sentez

3.2.1.1. 4-( 4-klorobiitanoilamino) — benzen siilfonamit (1) bilesiginin
sentezi

Cl
HM N/ SOMH, 4 Cl’\/\ﬂ/

o

THF, 4-Etil Marfalin

H
y e
cw (19)
0

Sekil 3.1. 4- (4-klorobiitanoilamino)-benzen siilfonamit (1) bilesiginin sentezi

4-(4-klorobiitanoilamino)-benzen siilfonamit (1) bilesigini  sentezlemek
amaciyla 250 ml lik ¢ift boyunlu balona alinan siilfanilamit (3 g, 0.017 mol) 75ml
THF’de ¢6ziildii. Balona 4-etil morfolin bilesigi (2 g , 0.023 mol), ilave edildi ve 4-
klorobiitanoilkloriir (2.47 g, 0.017 mol) 20 ml THF de ¢dziilerek reaksiyon balonuna
damla damla ilave edildi. Reaksiyon manyetik karistiricitda devamli karistirmak
suretiyle oda sicakliginda 3 saat devam etti. Reaksiyon gidisat1 TLC analizleri (diklor
metan/etanol) ile kontrol edildi. TLC analizi ile reaksiyonun bittigi goézlendi.
Stiziilerek tuz ayrildi. Daha sonra evaporatorde ¢oziicli buharlastirildi. Son asamada
bilesigimiz kurutularak iirtinlimiiz elde edildi. Verim: %76, erime noktasi: 195 °C ,

kapali formiilii: C;oH;3SO3N,Cl
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3.2.1.2. 4-(2-oksopirolidinil) benzensiilfonamit (2) bilesiginin sentezi

K00

Ageton

/m—<\j/>—sc:ugr«m2

I {20}
o

Sekil 3.2. 4-(2-oksopirolidinil) benzensiilfonamit (2) bilesiginin sentezi

Sentez i¢in 250 ml’lik bir balona daha dnce sentezlenen 4- klorobiitanoil amino
benzen siilfonamit (19) bilesiginden 1,5 g (0.0054 mol) alindi. 1 g (0.0072 mol)
potasyum karbonat ile karigtirildi. 100 ml aseton ¢oziicli olarak ilave edilerek
kaynatildi. 24 saat sonra reaksiyonun tamamlandigi TLC ‘ye bakilarak gozlendi
(¢oziicii olarak etil asetat kullanildi). Stizme yapilarak tuzu alindi, daha sonra
evaporatorde ¢oziicli buharlastirildi. Son agamada bilesigimiz kurutularak iiriinlimiiz

elde edildi. Verim: %53, erime noktasi: 245 OC, kapali formiilii: C19H;2SO3N;

47



3. MATERYAL ve YONTEM Belkis BUYUKKIRCALI

3.2.1.3. 4-( kloroasetilamino) — benzen siillfonamit (3) bilesiginin sentezi

p— ]

HM N/ SO,MH, 4 CL““leH“CI

THF, 4-Etil Morfolin

o M =
1 S0, MH,

N/ 2

Sekil 3.3. 4- (kloroasetilamino)-benzen siilfonamit (3) bilesiginin sentezi

Sentez i¢in 1 g (0.0058 mol) siilfanilamid bilesigi 250 ml’lik ¢ift boyunlu bir
balona alindi. Uzerine 35 ml THF yavas yavas oda sicakliginda eklendi. Uzerine 0.88
ml (0.007 mol) 4-etil morfolin ilave edildi. Reaksiyon geri sogutucuya takilarak
gerceklestirildi. Uzerine 0.55 ml (0.008 mol) kloroasetilkloriir 20 ml THF’de
coziilerek balona yavas yavas ilave edilerek reaksiyon baglatildi. 3 saat sonra TLC’ye
bakilarak reaksiyonun gerceklesip gerceklesmedigine bakildi. Uriin olusmadig
gbzlendi. Bu nedenle 0.46 ml (0.006 mol) kloroasetilkloriir ve 0.73 ml (0.0058 mol)
4-etil morfolin daha ilave edildi. 4 saat sonra tekrar TLC’ye bakild1 ve reaksiyonun
tamamlandig1 gozlendi. Coziicli olarak diklorometan/etanol kullanildi. Daha sonra
karigim siiziildii ve tuzu alindi. Sonra evaporatérde ¢oziicii uguruldu. Daha sonra etil
alkol ile kristallendirilerek saf iiriin elde edildi. Verim: %62, erime noktas1 : 221 OC,

kapali formiilii: CsHoSO3N,Cl
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3.2.1.4. 4-(3-kloro 2,2 dimetilpropanoilamino)benzen siilfonamit (4)
bilesiginin sentezi

__ HsC CHs
Ha —<\:{>—5@2NH2 + C'\)ﬂrc
0

THF, 4-Etil Marfalin

Hal CHs T —
c:|\></m —Q—SOENHQ 22

Sekil 3.4. 4- (3-kloro 2,2 dimetilpropanoilamino) benzen siilfonamit (4) bilesiginin sentezi

250 ml’lik ¢ift boyunlu balona 3 g (0.018 mol) siilfanilamit alindi. 50 ml THF
ilave edilerek c¢oziinmesi saglandi. Reaksiyon oda kosullarinda gergeklestirildi.
Uzerine 4.3 ml (0.034 mol) 4- etilmorfolin ilave edildi. Daha sonra 4.55 ml (0.047
mol) 3-kloro 2,2 dimetilpropanoilkloriir 20 ml THF ile karigtirilarak karisima ilave
edildi. Tuz olusumu hemen gozlendi. Reaksiyon gidisati1 TLC analizleri ile kontrol
edildi. 24 saat sonra TLC’de (etil asetat/ aseton) reaksiyonun tamamlandig1 gézlendi.
Daha sonra siizme yapildi ve kalan sivi kismin ¢dziiciisii evaporatérde buharlastirildi.
Kalan kisim buzdolabinda bekletildi. Sonra etil alkol ile kristallendirme yapilarak
iiriin elde edildi. Verim: %36, erime noktasi: 183-184°C, kapali formiilii:

C11H5SO3N,Cl1
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3.2.1.5. 4- ( 3-kloropropanoilamino ) benzen siilfonamit (5) bilesiginin
sentezi

THF, 4-Etil Marfalin

0
H
C|’”A\)J\r~lﬁ 4@5%%2
{23)

Sekil 3.5. 4- (3-kloropropanoilamino) benzen siilfonamit (5) bilesiginin sentezi

250 ml’lik ¢ift boyunlu balona 2 g (0.011 mol) siilfanilamit alind1 ve 40 ml THF
karistirilarak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 1.74 ml (0.016 mol) 4- etil morfolin, daha
sonra 1.34 ml (0.014 mol) 3- kloropropanoilkloriir ilave edildi. 4 saat sonra TLC’ye
(etil asetat/aseton ile) bakilarak reaksiyonun bittigi gozlendi. Daha sonra siizme
yapildi ve evaporatorde ¢oziicii uguruldu. Buzdolabinda kalan kisim bekletilerek

kristal olusum gergeklestirildi. Verim: %75, erime noktast: 220°C, kapal1 formiilii:

CoH;1SO3N,Cl
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3.2.1.6. 2-(3-kloropropanoilamino)1,3,4-tiyadiazol S-siilfonamit (6)
bilesiginin sentezi

i

5
HN—; ?—50 NH + /\)J\
2 ‘[::I r:j 20 Cl cl

THF , 4 - Etil Morfolin

o
cl A S UL

Sekil 3.6. 2-(3-kloropropanoilamino) 1,3,4-tiyadiazol 5-siilfonamit (6) bilesiginin sentezi

250 ml’lik ¢ift boyunlu balona 2 g (0.011 mol) 2-amino-1,3,4-tiyadiazol 5-
siilfonamit alind1 ve 50 ml THF karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. Uzerine 1.7 ml
(0.016 mol) 4- etil morfolin, daha sonra 1.3 ml (0.013 mol) 3- kloropropanoilkloriir
ilave edildi. Reaksiyonun gidisati TLC analizinden takip edilerek gozlendi. 24 saat
sontra TLC’ye (Diklormetan/metanol ¢oziicii ile) bakilarak reaksiyonun bittigi
gozlendi. Daha sonra siizme yapildi ve evaporatoérde ¢oziicli uguruldu. Buzdolabinda
kalan kisim bekletilerek kristal olusum gerceklestirildi. Verim: %58, erime noktasi:

203 OC, kapal1 formiilii: CsH7S,03N4Cl
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3.2.1.7. 4-(D-glukozamino) benzensiilfonamit (7) bilesiginin sentezi

H OH THF
HoN SO,NH,  + » URUN YOK
HO H

OH

OH

CH,OH

Sekil 3.7. 4-(D-glukozamino) benzensiilfonamit (7) bilesiginin sentezi

Sentez icin ¢ift boyunlu balon kullanildi. Reaksiyon geri sogutucuda
gerceklestirildi. Baslangi¢ maddesi olarak siilfanilamit bilesiginden 1 g (0.0058 mol)
alindi. 40 ml THF igerisinde manyetik karistiriciyla karigtirilarak oda sicakliginda
¢oziildii. 1.04 g (0.008 mol) D-glukoz 25 ml metanol igerisinde ¢dziindiikten sonra
balona ilave edildi. 1 giin sonra TLC’ye (etilasetat/etanol, diklormetan/metanol,
ctilaseta/metanol ¢odziicii sistemlerinde) bakildi. Uriin gézlenmedi. Reaksiyon
sicaklig 70°C’ye ¢ikarilarak bir giin sonra tekrar TLC’de reaksiyon gidisat1 kontrol
edildi. Uriiniin olusumu gozlenmedi. 8.giin sonunda yeterince madde olusumu

gozlenmedigi i¢in reaksiyona son verildi.
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3.2.1.8. 4-(D-fruktozamino) benzensiilfonamit (8) bilesiginin sentezi

HOH,C.

Cc

HO—|—H
THF
HoN SO,NH; — + H — OH >  URUN YOK

H—|—OH

CH,OH

Sekil 3.8. 4-(D-fruktozamino) benzensiilfonamit (8) bilesiginin sentezi

Sentez i¢in ¢ift boyunlu balon kullanildi. Reaksiyon geri sogutucuda
gerceklestirildi. Baslangi¢c maddesi olarak siilfanilamit bilesiginden 1 g (0.0058 mol)
alind1i. 40 ml THF igerisinde manyetik karigtiriciyla karistirilarak oda sicakliginda
¢oziildii. 1.04 g (0.008 mol) D-fruktoz 20 ml etanol igerisinde ¢oziindiikten sonra
balona ilave edildi. 1 giin sonra TLC’ye (etilasetat/etanol, diklormetan/metanol,
etilasetat/metanol ¢oziicii sistemlerinde) bakildi. Uriin gdzlenmedi. Reaksiyon
sicakligr 70 °C’ye ¢ikarilarak bir giin sonra tekrar TLC’de reaksiyon gidisat: kontrol
edildi. Uriiniin olusumu gozlenmedi. 8. giin sonunda yeterince madde olusumu

gozlenmedigi i¢in reaksiyona son verildi.
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3.2.1.9. 4-(2-D-fruktoziletanoilamino) benzensiilfonamit (9) bilesiginin

sentezi
HOH,C o
2 \C/
6]
PN
Cl HO—|—H 4 - Etil morfolin
N‘@*Soz’\“"z + > URUN YOK
H OH Metanol
H—|——OH
CH,OH

Sekil 3.9. 4-(2-d-fruktoziletanoilamino) benzensiilfonamit (9) bilesiginin sentezi

Sentez i¢in ¢ift boyunlu balon kullanildi. Reaksiyon geri sogutucuda
gerceklestirildi. Baslangi¢ maddesi olarak 4-(2-kloroasetilamino) benzen siilfonamit
bilesiginden 0.2 g (0.00078 mol) alinarak 20 ml metanolde balon igerisinde manyetik
karistiriciyla  karistirllarak ¢6ziildii. Balon igerisine 0.21 ml(0.0017 mol) 4-etil
morfolin ilave edildi. 0.14 g (0.00077 mol) D-fruktoz alindi, 20 ml metanol
icerisinde 50 °C’de ¢oziildii. Coziinen baslangi¢c cozeltisinin {lizerine D-fruktoz
cozeltisi ileve edildi. 3 saat kaynatildi. Daha sonra TLC analizi yapild.
(etilasetat/etanol,  diklormetan/etanol, ¢oziicii sistemlerinde) bakildi.  Uriin
gbdzlenmedi. Reaksiyon gidisat1 bir giin sonra tekrar TLC de kontrol edildi. Uriiniin
olusumu gozlenmedi. 10. giin sonunda madde olusumu gozlenmedigi i¢in reaksiyona

son verildi.
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3.2.1.10. 4-(2-gliseriletanoilamino) benzensiilfonamit (10) bilesiginin
sentezi

0
By e
Cl 4 - Etil morfolin
N@SOZNHZ T  CH,OH >  URUN YOK
‘ Metanol

CH,OH
Sekil 3.10. 4-(2-gliseriletanoilamino) benzensiilfonamit (10) bilesiginin sentezi

Sentez i¢in ¢ift boyunlu balon kullanildi. Reaksiyon geri sogutucuda
gerceklestirildi. Baslangic maddesi olarak 4-(2-kloroasetilamino) benzen siilfonamit
bilesiginden balon igerisine 0.2 g (0.00078 mol) alinarak, 20 ml metanolde manyetik
karigtiriciyla karistirilarak ¢oziildii. Balon igerisine 0.21 ml (0.0017 mol) 4-etil
morfolin ilave edildi. 0.11 ml (0.0015 mol) gliserin alindi, 20 ml metanol igerisinde
karistirildi. Coziinen baslangic ¢ozeltisinin {izerine gliserin ¢ozeltisi ileve edildi. 3
saat kaynatildi. Daha sonra TLC analizi yapildi. (etilasetat/etanol,
diklormetan/etanol, ¢dziicii sistemlerinde) bakildi. Uriin gozlenmedi. Reaksiyon
gidisat1 bir giin sonra tekrar TLC’de kontrol edildi. Uriiniin olusumu gdzlenmedi. 10.

giin sonunda madde olusumu gézlenmedigi i¢in reaksiyona son verildi.

3.2.2. Biyolojik caliyma

Biyolojik ¢alismada sentezlenen yeni bilesiklerin (In vitro) inhibitér aktiviteleri
incelendi. Bu yeni bilesiklerin sudaki ¢oziintirliikkleri, bolme katsayist ve inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Inhibitér aktivitesi ICso, bolme katsayist Pegr /Ps, sudaki
¢oziiniirliikleri  g/100  ml olarak verilmistir.  Inhibitdrlerin  birbirleriyle
kiyaslanmasinda iki sabit vardir. Birincisi: Inhibitér enzim ayrisma sabiti Ki, ikincisi:

inhibitor enzim baglama sabiti 1Cs’dir.
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3.2.2.1. Sentezlenen bilesiklerin ICsy degerlerinin saptanmasi

Hag olarak kullanilan maddelerin aktivitesi ICsy degeri ile ifade edilir. ICsy
degeri enzimin %50’sinin inhibe olmasi i¢in gerekli olan molar konsantrasyonudur.
Bu degerin saptanmasi i¢in Aldrich firmasindan saglanan Sigir Karbonik Anhidraz

Enzimi standart olarak kullanilmistir.

Yapilan caligmalara uygun olarak inhibitor aktivitelerinin 6l¢limiinde 348 nm
dalga boyunda enzimin etkisiyle p-nitro fenilasetatin hidrolizi incelenmistir. Burada
hidroliz sonucunda p-nitro fenol olusmaktadir (pocker ve ark. ,1967). Inhibitor
aktivite Ol¢limleri ideal pH olan 8.3’de 400 nm dalga boyunda Erel yontemiyle
yapilmistir (Erel ve ark,2002).

3.2.2.1.1. Sentezlenen bilesiklerin ICs) degerlerinin hesaplanmasi

e P-nitro fenilasetat ¢ozeltisi hazirlandi, 0.0275 g (0.1518 mol) madde 1 ml
asetonda ¢6ziildii ve deiyonize suyla 50 ml’ye tamamlandi.

e Tris tampon ¢dzeltisi, 6.06 g tris(hidroksimetil)amino metan (0.015 mol)
alind1 ve 100 ml deiyonize suda ¢oziildii pH ‘1 HCl ile 8.3¢ ayarlandi.

e Karbonik anhidraz enzimi, 5 mg enzim alind1 10 ml tris tamponunda ¢6ziildii.

e Blank ¢ozelti hazirlama, bir spektro kiiveti igerisine 1000 pl tris tamponu
+100 pl su + 100 pl hazirlanan karbonik anhidraz enzimi konuldu.

e Hazirlanan blank UV-VIS’e konuldu. 400 nm’de absorbans 6l¢limii yapild.
75.sn ‘de 100 ul p-nitro fenil asetat ¢ozeltisinden eklendi.

e 100 sn’den sonra her 50 sn’de bir degerler alindi. Bu alinan degerler excell’de
grafige dokiildii.

e Daha sonra 0.0222 g siilfanilamid alindi 5 ml metanol + 5 ml su ile
karistirilarak 10 ml ¢dzelti olusturuldu.

e Bu ¢ozeltiden 0.1 ml alindi. Uzerine 9.9 ml saf su eklenerek yeni ¢dzelti

olusturuldu. (0.1 mM siilfanilamid ¢6zeltisi hazirlanmis oldu)
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e Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pl spektro kiivetine alindi + 1000 pl tris tamponu
+ 100 pl hazirlanan karbonik anhidraz enzimi konuldu.

¢ 400 nm’de absorbans Ol¢iimii yapildi. 75.sn ‘de 100 pl p-nitro fenil asetat
¢Ozeltisinden eklendi.

e 100 sn’den sonra her 50 sn’de bir okunan degerler kaydedildi. Excell’de
grafik olusturuldu.

e Diger maddelerde ayn1 sekilde yapildi.

3.2.2.2. Bolme katsayis1 ol¢iimii

Sentezlenen bilesiklerin bolme katsayist Hans (30) teknigi olarak bilinen
standart teknik kullanilarak eter-su ¢oziicii sistemi ile 6l¢iim yapildi. Bu 6lgiim

hesab1 agagidaki formiile gore yapildi.

P = Co/Cw (1-a)

Burada P: bolme katsayisi Co: bilesigin eter fazindaki konsantrasyonu Cw:
bilesigin su fazindaki konsantrasyonu a: bilesigin sudaki dissosyasyon derecesi. G6z
ici dokulara iyi dagilim olmas1 i¢in bélme katsayisi degeri en az 0.01 olmalidir.

Asetazolamidin bolme katsayis1 0.14.

3.2.2.2.1 Bolme katsayisimin belirlenmesi

Bolme katsayis1 bir maddenin birbirine karismayan iki sivi arasindaki faz
dagilim dengesidir. Sentezlenen bilesiklerin bolme katsayilarinin hesaplanmasi icin
%0.01’lik c¢ozeltileri hazirlandi. Standart grafiklerinin ¢izilmesi ic¢in degisik
konsantrasyonlara seyreltildi. Seyreltilen ¢ozeltilerin UV-Vis Spektrofometre’de
absorbanslar1 ve dalga boylar 6lgiildii. Belli konsantrasyonda madde miktar1 bilinen

¢dzeltiden 5 ml alindi. Uzerine esit hacimde eter eklendi ve 5 dakikadan az olmamak
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sartiyla ekstraksiyon yapildi. Su fazinin absorbansi olgiildii ve eter fazindaki eter
ucurulup su eklenerek absorbansi dlgiildii.

Eter ve su fazindaki maddenin konsantrasyonlarin bulunmasi i¢in UV-Vis
Spektrofometre’ de bulunan absorbsiyon ve dalga boyu degerleri excelde grafige
gecirilerek absorbsiyon-konsantrasyon standart grafikleri c¢izildi ve bu grafik

yardimiyla konsantrasyonlar hesaplandi.

3.2.2.3. Inhibitérlerin sudaki ¢éziiniirliiklerinin belirlenmesi

Etkili bir inhibitoriin suda iyi ¢oziinmesi gerekmektedir. Bir inhibitoriin sudaki
¢cOziiniirliiglinii belirlemek i¢in % 1’lik ¢ozeltisi hazirlanmaktadir. Bu ¢ozelti ile
¢Oziiniirliik hesaplamasi yapilir. Maddelerin ¢oziiniirliikleri 24.5°C’de 30 dakikadan
az olmamak kosuluyla iyice c¢alkalanir. Stizme yapilarak ¢éziinmeyen kisim alinarak

hesaplama yapilir. Coziiniirliik degeri g/100 ml seklinde verilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Sentezlenen Bilesiklerin Spektroskopik Yontemlerle A¢iklanmasi

4.1.1. 4-(2-oksopirolidinil) benzensiilfonamit (2)
Elde edilen bilesigin yapist IR, '"H NMR, *C NMR analizleri ile aydinlatiimistur.

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen madde belirli ¢oziiciilerde TLC’ye bakilarak
irin kisminda iirlinlin olugtugunu belirten spot gozlenmistir ve bununla birlikte
safsizlik belirtisi gézlenmistir. Safsizlik daha sonra etil alkolle kristallendirilerek

giderilmistir.

(2) nolu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri igerisinde alindi. Bu bilesigin
spektrumu Ek Sekil 1.1°de verilmistir. 3324 cm™’de gdzlenen pik N-H gerilmesinden
kaynaklanan bir piktir. Alifatik C-H gerilmelerinden kaynaklanan pikler 2977.23,
2888.09 cm™’de goriilmektedir. 1675.37 cm™*de gdzlenen pik 8-laktam’daki karbonil
grubun gerilmesinden kaynaklanan piktir. 1460, 1392, 1420 cm™’de aromatik C-H
gerilmesinden kaynaklanan piklerdir. 1334 cm™ de C-N aromatik gerilmesinden

kaynaklanir.

(2) nolu bilesigin CDCl; (doteryumlukloroform) igerisindeki, 'H NMR
spektrumu Ek Sekil 2.1°de verilmistir. 7.31 ppm’de ¢ikan pikler —SO,NH,
grubundaki protonlardan kaynaklanan piklerdir. 7.87 ppm’de gozlenen pik aromatik
protonlardan kaynaklanan piklerdir. 2.1, 2.5, 3.8 ppm’de gozlenen pikler ise ikinci

aromatik halkadaki -CH, protonlarindan kaynaklanir.

(2) nolu bilesigi DMSO igerisindeki, °C NMR spektrumu Ek Sekil 3.1’de
verilmistir. Bu spektrum incelendiginde, 139 ppm’deki pik SO,NH, grubunun bagl
oldugu karbondan kaynaklanir. 144.9 ppm’de gozlenen pik SO,NH, grubuna gore
para konumundaki karbondan kaynaklanir.126.8 ppm’de gozlenen SO,NH, grubuna
gore orto, 119.1 ppm’deki pik ise meta konumundaki karbonlardan kaynaklanir. 48.4
ppm’de gozlenen pik ikinci halkadaki C-N karbonundan kaynaklanir. 175 ppm’deki
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pik ise ikinci halkadaki oksijene bagli karbondan kaynaklanir. Ikinci halkadaki
karbonlardan kaynaklanan pikler 17.7- 32.8 ve 48.4 ppm’de gozlenmektedir.

4.1.2. 4-( 3-kloroasetilamino) — benzen siilfonamit (3)

Elde edilen bilesigin yapist IR, '"H NMR, *C NMR analizleri ile aydinlatiimistur.

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen madde belirli ¢oziiciilerde TLC’ye bakilarak

iriin kisminda tirlintin olugtugunu belirten tek spot gézlenmistir.

(3) nolu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri icerisinde alindi. Bu bilesigin
spektrumu Ek Sekil 1.2°de verilmistir. 3325, 3209, 3133 cm™’de gozlenen pikler N-
H gerilmesinden kaynaklanan piklerdir. 2949 ¢cm™’de gbzlenen pik C-H (alifatik)
gerilmesinden kaynaklanir. 1440cm™"’de aromatik C-H gerilmesinden kaynaklanan
bir piktir. 1689 cm™’deki pik C=O gerilmesinden kaynaklanir. 1598, 1547 cm™’de
gdzlenen pikler aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1405 cm™’deki pik C-N
aromatik gerilmesinden kaynaklanir. 1187 cm™’deki pik SO, asimetrik gerilim
pikidir. 1156 cm™”deki pik ise SO, simetrik gerilmesinden kaynaklanir. 781 cm™’de

gozlenen pik C-Cl geriliminden kaynaklanir.

(3) nolu bilesigin CDCl; igerisindeki 'H NMR spektrumu Ek Sekil 2.2°de
verilmistir. 7.3 ppm’de c¢ikan singlet pikler —SO,NH, grubundaki protonlardan
kaynaklanan piklerdir.7.74-7.81 ppm’de gozlenen pik aromatik protonlardan
kaynaklanan piklerdir. -CONH protonundan kaynaklanan pik, 10.65 ppm’dir. 3.6
ppm’de gozlenen pik CH,Cl protonlarindan kaynaklanir.

(3) nolu bilesigin DMSO igerisindeki, °C NMR spektrumu Ek Sekil 3.2°de
verilmistir. Spektrum incelendiginde, 139.4 ppm’deki pik SO,NH; grubunun bagl
oldugu karbondan kaynaklanir. 141.8 ppm’de gozlenen pik SO,NH, grubuna gore
para konumundaki karbondan kaynaklanir.127.2 ppm’de gozlenen SO,NH, grubuna
gore orto, 119.4 ppm’deki pik ise meta konumundaki karbonlardan kaynaklanir.

165.6 ppm’de gozlenen pik —-CONH grubundaki karbondan kaynaklanir.
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4.1.3. 4-(3-kloro 2,2 dimetilpropanoilamino)benzen siilfonamit (4)
Elde edilen bilesigin yapist IR, '"H NMR, *C NMR analizleri ile aydinlatiimistir.

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen madde belirli ¢oziiciilerde TLC ° ye

bakilarak iirlin kisminda {iriiniin olustugunu belirten tek spot gdzlenmistir.

(4) nolu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri igerisinde alindi. Bu bilesigin
spektrumu Ek Sekil 1.3’de verilmistir. 3347, 3320, 3110 cm™’de gozlenen pikler N-
H gerilmesinden kaynaklanan piklerdir. 2939 cm™ ‘de gozlenen pik C-H (alifatik)
gerilmesinden kaynaklanir. 1435 cm™’de aromatik C-H gerilmesinden kaynaklanan
bir piktir. 1666 cm™’deki pik C=0 gerilmesinden kaynaklanir. 1592, 1525 cm™’de
gozlenen pikler aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1435 cm "*deki pik C-N
gerilmesinden kaynaklanir. 1370 cm™’deki pik SO, asimetrik gerilimi ve 1185
cm*deki pik ise SO, simetrik gerilmesinden kaynaklanir. 792 cm™’de gdzlenen pik

C-Cl geriliminden kaynaklanir.

(4) nolu bilesigin DMSO igerisindeki , '"H NMR spektrumu Ek Sekil 2.3’de
verilmistir. 7.2-7.4 ppm’de c¢ikan pikler —SO,NH, grubundaki protonlardan
kaynaklanan piklerdir. 7.83 ppm’de gozlenen pik aromatik protonlardan kaynaklanan
piklerdir. -CONH protonundan kaynaklanan pik, 9.67 ppm’dir. 1.31 ppm’deki pik —
CH; gruplarindan kaynaklanir. 3.88 ppm’de goézlenen pik CH»Cl protonlarindan

kaynaklanir.

(4) nolu bilesigin CDCl; igerisindeki, *C NMR spektrumu Ek Sekil 3.3’de
verilmistir. Spektrum incelendiginde, 139.1 ppm’deki pik SO,NH; grubunun bagl
oldugu karbondan kaynaklanir. 142.4 ppm’de gozlenen pik SO,NH, grubuna gore
para konumundaki karbondan kaynaklanir. 126.8 ppm’de gozlenen SO,NH, grubuna
gore orto, 120.3 ppm’deki pik ise meta konumundaki karbonlardan kaynaklanir.
173.8 ppm’de gozlenen pik —CONH grubundaki karbondan kaynaklanir. 23.4
ppm’de gozlenen pik CH,CH, grubundan kaynaklanan karbon pikidir.
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4.1.4. 4-(3-kloropropanoilamino) — benzen siilfonamit (5)

Elde edilen bilesigin yapist IR, '"H NMR, *C NMR analizleri ile aydinlatiimistir.

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen madde belirli ¢oziiciilerde TLC ° ye

bakilarak iirlin kisminda {iriiniin olustugunu belirten tek spot gdzlenmistir.

(5) nolu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri igerisinde alindi. Bu bilesigin
spektrumu Ek Sekil 1.4°de verilmistir. 3344, 3229 cm™'’de gozlenen pikler N-H
gerilmesinden kaynaklanan piklerdir. 2972 c¢m'’de gézlenen pik C-H (alifatik)
gerilmesinden kaynaklanir. 1451 cm™’de aromatik C-H gerilmesinden kaynaklanan
bir piktir. 1675 cm "’deki pik C=O gerilmesinden kaynaklamir. 1500, 1533 cm™’de
gozlenen pikler aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1402 cm "*deki pik C-N
gerilmesinden kaynaklamir. 1372 cm™’deki pik SO, asimetrik gerilimi ve 1187
cm " deki pik ise SO, simetrik gerilmesinden kaynaklanir. 726 cm "’de gozlenen pik

C-Cl geriliminden kaynaklanir.

(5) nolu bilesigin DMSO igerisindeki, 'H NMR spektrumu Ek Sekil 2.4’de
verilmistir. 7.27 ppm’de ¢ikan pikler —SO,NH, grubundaki protonlardan
kaynaklanan piklerdir. 7.77-7.75 ppm’de go6zlenen multiplet pik aromatik
protonlardan kaynaklanan piklerdir. -CONH protonundan kaynaklanan pik, 10.53
ppm’dir. 3.89 ppm’de gozlenen pik CH)Cl protonlarindan kaynaklanir. 3.37
ppm’deki gozlenen pik ise -COCH, protonlarindan kaynaklanir.

(5) nolu bilesigin CDCl; igerisindeki, *C NMR spektrumu Ek Sekil 3.4’de
verilmistir. Spektrum incelendiginde, 139.01 ppm’deki pik SO,NH, grubunun baglh
oldugu karbondan kaynaklanir. 142.38 ppm’de gozlenen pik SO,NH, grubuna gore
para konumundaki karbondan kaynaklanir. 127.2 ppm’de gozlenen SO,NH, grubuna
gore orto, 119.3 ppm’deki pik ise meta konumundaki karbonlardan kaynaklanir.
169.07 ppm’de gozlenen pik —CONH grubundaki karbondan kaynaklanir. 25.6
ppm’de gozlenen pik CH,CH, grubundan kaynaklanan karbon pikidir.
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4.2. Biyolojik ¢alisma (in vitro) sonuglariin degerlendirilmesi

Bilesiklerin veya ilaglarin aktiviteleri K; yada ICsy degerleri ile ifade edilir. K;
degeri bilesigin inhibisyon katsayisidir. I1Csy degeri ise enzimin %350’sini inhibe
etmesi i¢in gereken bilesigin konsantrasyonudur. ICsy degerinin saptanmasi i¢in
Bovine karbonik anhidraz enzimi kullanilmistir. ICsy degerlerinin saptanmasi 3.

Boliimde detayli olarak anlatilmistir.

Elde ettigimiz bilesiklerin inhibitdr aktivitelerini saptamak amaciyla inhibitorsiiz
ortamda (blank), enzimin p- nitrofenil asetati1 hidrolize ederek p- nitrofenol asetata
dontistiirmesi bununla birlikte inhibitorlii ortamda da p-nitrofenil asetat1 p-nitrofenol
asetata doniistlirerek bu konsantrasyonun artmasina ve zamanla degisimi incelendi.
Gozle goriilebilen bu olayda enzim {izerine substrati eklenince inhibitorsiiz
ortamdakine gore daha fazla sar1 renk gdzlendi. Bunun yaninda inhibitorlii ortamda
ise daha az sar1 renk gozlendi. Bu da inhibitorlerin enzime baglanarak inhibe ettigini

kanitlamigtir. Bu 6l¢timler UV-VIS spektrofotometresinde yapildi.

1.600 -
1.400 - y = 0.0036x - 0.1147
1.200 R? = 0.9978 —"

1.000 - y = 0.001x - 0.012
R? = 0.9996

Lo /
¢ Blank
0.200 - = Siilfanilamit

0.000 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman

Absorbans

Sekil 4.1. p-nitro fenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl olarak blank ve
sulfanilamitin absorbsiyon degisiminin (inhibitér aktivitesinin) karsilastiriimasi
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Sekil 4.1.’de gozlendigi gibi blank ortaminda zamanla enzimin etkisiyle 400 nm’de
p-nitro fenolasetat konsantrasyonu artarken; siilfanilamid ortaminda ayni siire
igerisinde absorbansinin diistiigli yani ayn1 zamanda konsantrasyonun da diistiiglinti

gosterir. Bu da enzimle inhibitoriin ayni ortamda bulunmasi halinde inhibe edildigini

kanitlar.
1.400
*

1.200 .
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» = ¢ Blank
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& 0.800 - " s Siilfanilamit
o 2 Nolu bilesik
0 4 *
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Sekil 4.2. p-nitro fenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagh olarak silfanilamit ve
2 nolu bilesigin absorbsiyon degisiminin (inhibitor aktivitesinin) karsilastiriimasi

1.400
*

1.200 A .

1.000 - .
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Sekil 4.3. p-nitro fenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl olarak sulfanilamit ve
3 nolu bilesigin absorbsiyon degisiminin (inhibitdr aktivitesinin) karsilastiriimasi
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Sekil 4.4. p-nitro fenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl olarak sulfanilamit ve
4 nolu bilegigin absorbsiyon degisiminin (inhibitor aktivitesinin) kargilagtiriimasi
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Sekil 4.5. p-nitro fenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagh olarak silfanilamit ve
5 nolu bilesigin absorbsiyon degisiminin (inhibitor aktivitesinin) karsilastiriimasi
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Sentezlenen bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri, bélme katsayilar1 ve inhibitor

aktiviteleri arastirildi.

Cizelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin inhibitor aktiviteleri, bolme katsayilar1 ve sudaki

¢Oziiniirliikleri
e e e .. Inhibitor
Bilesikler Sudaki Cozunugluklerl Bo6lme katfayllarl P) Aktiviteleri ICso
g/100 cm pH=7.2

(nM)
Siilfanilamit 0.75+0.01 0.082 72.2
2 0.15 0.99 119.9
3 0.3 0.436 66.6
4 0.5 1.2 69.4
5 0.1 0.37 78.3

Inhibitér aktivite sonuglar1 gdsteriyor ki bir bilesigin diisiik ICso degerine
sahip olmasi onun giiclii inhibe etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu sonuglara
bakildiginda 3 ve 4 nolu bilesiklerin siilfonamide yakin oldugu; 2 ve 5 nolu

bilesiklerin ise inhibitor aktivitelerinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Sentezlenen bilesiklerin bolme katsayist Olgiimleri Hansch (1964) teknigi
kullanilarak su-eter ¢oziicli sisteminde incelenmistir. Bu dl¢iim sonuglarina gore
sentezlenen bilesiklerin bolme katsayist degerleri 0.35-1.2 arasinda degismektedir.
Tiim bilesikler goz i¢i dokulara iyi dagilim olmasi i¢in gereken en az bolme katsayisi
degeri olan 0.01°’1 asmuistir. Bir bilesigin etkili olmasi, giiclii inhibitor aktivitesinin
yani sira iyi bir bolme katsayis1 degerine sahip olmasimi gerektirir Tabloya gore

sentezlenen tiim bilesikler olduk¢a iyi bolme katsayis1 degerlerine sahiptir.

Etkili enzim inhibitorii olarak bolme katsayisi ile inhibitor aktivitesi arasinda
herhangi bir iliskinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in bolme katsayis1 (P) ve ICso
degerleri karsilagtirilir. Sentezlenen bilesiklerin hesaplanan degerleri agikca
gostermektedir ki inhibitorler icin ICso ve P arasinda dogrusal bir iliski yoktur.

Siilfanilamitle yakin oranda ICsy degerlerine sahip olan bilesiklere bakilirsa; 3 nolu
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bilesigin bolme katsayisi 0.43, 4 nolu bilesigin bolme katsayist 1, 2 ve 5 nolu
bilesigin bolme katsayis1 ise 0.37 dir. Goriildiigli gibi inhibitor aktiviteleri
biibirlerine yakin degerlerde olsa da bdlme katsayilarinda oldukga farkliliklar
goriilmektedir. 2 nolu bilesige bakilirsa 1Csy degeri 119.9 nM ve bdlme katsayisi
0.99°dur. bu bilesik ise inhibitdr aktivitesi diisiik olmasina ragmen bdlme
katsayisinin iyi oldugu goriiniiyor. Bu da bolme katsayisi ile ICsy degeri arasinda

herhangi bir iliskinin olmadigini1 gosteriyor.

Bilesiklerin inhibitor aktivitesi ve sudaki ¢oOziiniirliikleri arasinda dogrusal bir
[liskinin bulunmadig1 sdylenebilir. Suda daha iyi veya daha az ¢dziinen bir bilesigin
daha iyi inhibitoér olduguna dair yorum yapilamaz. 4 nolu bilesigin inhibitor aktivitesi
3 nolu bilesige gore daha diisiik olmasina ragmen c¢oziiniirliigliniin daha yiiksek
oldugu goriiniiyor. Bununla birlikte 2 ve 4 nolu bilesiklere bakildiginda inhibitor
aktivitelerinin ve sudaki c¢oziliniirliiklerinin de diisiik oldugu iyi birer inhibitor

olmadiklarini sdyleyebiliriz.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Karbonik anhidraz enziminin 1932 yilinda Meldrum ve Raughton tarafindan
kesfinden sonra degisik aromatik ve heterohalkali siilfonamitler sentezlenmis ve
glokom tedavisi i¢in kullanilmistir. Bunlar arasinda heterohalkali bilesiklerin giiglii
karbonik anhidraz inhibitorleri olduklar1 bilinmektedir. Bu calismamizda su anda
kullanilan karbonik anhidraz inhibitorlerinden daha giiclii bilesikler sentezlemesi

amaclanmaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilari FT-IR, 'H NMR ve “C NMR yontemleri
kullanilarak aydinlatilmigtir. Ayrica bu bilesiklerin inhibitdr aktiviteleri (in vitro)
oOl¢iilerek, biyolojik aktiviteleri karsilastirilmistir. Sentezlenen bilesiklerden 3 ve 4
nolu bilesikler siilfanilamitten daha iyi inhibitor aktivitesine sahipken; 2 ve 5 nolu
bilesikler daha diisiik inhibitor aktivitesine sahiptir. 7 nolu bilesik ise 5-amino 1,3,4

tiyadiazol siilfonamit bilesigine gére daha diisiik inhibitdr aktivitesine sahiptir.

Sentezledigimiz bilesiklerin glokom tedavisinde kullanma amaci oldugu ig¢in
bilesiklerin in vivo ¢alismalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalarla elde edilen siilfanilamit ve asetazolamitten tiiretilen bilesiklerin,
antiobezit, antikanser, antibakteriyel, antiAIDS, karbonik anhidraz inhibitorii ve
antitimor olmak tizere bir¢ok 6zellik tasidiklar1 goriilmektedir. Bu da bu bilesiklerin

ne derece onemli olduklarin1 gostermektedir.

Bu nedenle siilfanilamit ve asetazolamit tiirevlerinden yeni bilesilerin

sentezlenmesi gerekmektedir.
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EKLER

EK1 Sentezlenen Bilesiklerin FT IR Spektrumlari
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Ek Sekil 1.3. 4- (3-kloro 2,2 dimetilpropanoilamino) benzen siilfonamit (4) bilesiginin KBr tabletleri
ile hazirlanmis IR spekturumu
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EK?2 Sentezlenen Bilesiklerin "H NMR Spektrumlar
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Ek Sekil 2.1.4-(8-laktamamino) benzen siilfonamit (2) bilesiginin CDCl; ierisinde alinan "H NMR
spekturumu
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Ek Sekil 2.2. 4-(kloroasetilamino) benzen siilfonamit (3) bilesiginin CDCl; igerisinde alinan "H NMR
spekturumu
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EK 3 Sentezlenen Bilesiklerin *C NMR Spektrumlari
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78



P1_13C_Cecoupled

an
(<O

Currant Dakta Parsmeters

HRHE Pl-turkmen_13C_Dacouf
EXPHC 1
FROCHG 1

F2 - Regeisition Faraootocs
Date 20090310
1 13.35

spact
5 mm PADDD LD
3 zgpg3b
55536
DCL3
137€

439 Hz
500 5
01

oron

89
LOAAGOO0 Aes
31506090 saz

= CHANMEI £i
130

Pl 10.40 usec
LI T
SFOL T5.4752953 MHz

| F2 = Peocossing piranetars
32760

| 51 32
| i 13 T5.4677490 Kna
I : b =
. | I 15 1.06 Ra
| ‘ | ‘ S\P 1.03
i I |
S — i : e ——
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 p

pm
Ek Sekil 3.3. 4- (3-kloro 2,2 dimetilpropanoilamino) benzen siilfonamit (4) bilesiginin CDCl;
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OZET

Glokom ¢agimizin en biiylik goz hastaliklarindan biri olan g6z rahatsizliidir.
Diinya’da en sik kalic1 gorme kaybi nedenlerinden biridir. Sadece Tiirkiye’de risk
altinda olan yaklagik 2 milyon kisinin oldugu sanilmaktadir. Korliige yol acan
hastaliklarin basinda gelmesi nedeniyle Onemli bir toplum sagligi sorunu
yaratmaktadir. 40 yasin lizerindeki kisilerde yaklagik olarak her 40 kisiden 1’inde
goriiliir ve hastaligin ortaya ¢iktigr 20 kisiden 1’inde her iki gézde de kalict gorme

kaybina neden olur.

Bu ¢alismanin amaci glokom tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni siilfonamit ve
asetazolamid tlirevleri sentezlenmesi ve bu bilesiklerin inhibitor aktivitelerinin in
vitro incelenmesidir. Bu amagla 2 yeni bilesik sentezlenmistir. Bunlar 4-(2-
oksopirolidinil) benzensiilfonamit ve 2-(2' oksoazetidinil) 1,3,4 — tiyadiazol 5-

siilfonamit bilesikleridir.

Reaksiyon takibi i¢in ince tabaka kromatografisi kullanilmistir. Sentezlenen
maddelerin saflagtirilmasi i¢in kristallendirme ve kolon kromatografisi yontemi
uygulanmistir. Saflastirma islemi tamamlandiktan sonra bu maddelerin yapisinin
aydinlatilmasi i¢in Infrared Spektroskopisi (IR) ve Niikleer Magnetik Rezonans
Spekroskopisi (H NMR ve "*C NMR) sonuglari incelenmistir.

Ayrica sentezlenen bilesilerin inhibitor aktiviteleri (in vitro) (ICsg) UV-VIS
spektrofotometre ile Olclilmiistiir. Bilesikler siilfanilamitten daha diisiik aktiviteye
sahip olduklar1 goézlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin bolme katsayisi Ol¢iimleri
yapilmistir. Ayn1 zamanda oda kosullarinda saf sudaki ¢oziiniirliikleri ve erime

noktalar1 saptanmustir.
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SUMMARY

Glaucoma is an optical disease which is one of the most acute illness in this
era. It is one of the most common reasons of losing optic sense. It is supposed
that just in Turkey, there are almost 2 million people who are under risk. Due to
being the most effective disease which can cause blindness, Glokom builds issue of
society health. It is seen about 1 in 40, over 40 aged persons and the people 1 in 20
who is diseased, Glakom causes parmanent losing of optic sense for the both two

eyes.

The objective of this project is synthesis and investigation of biological
activities of novel sulfonamide and acetazolamides for glaucoma therapy. Two new
compounds, which are 4-(2-oksopyrolidinil) benzenesiilfonamide and 2-(2'

oksoazetidynil) 1,3,4 — tiyadiazol 5-siilfonamide,were synthesised fort this purpose.

Thin layer chromotography method was used to understand whether the
reaction completed or not. Crystallisation and column chromatography method was
used for the purification of the synthesised compounds. After purification, the

synthesised compounds were characterised by IR and NMR.

In addition, in vitro inhibitor activities (ICsp) of the syntesised compounds
were investigated by using UV-VIS spectrofotometer. ICs results show that inhibitor
activity of this compounds are lower than sulfaniilamide. Partition coefficients of the
synthesised compounds were studied. At same time, water solubility and melting

point of synthesised compounds were done.
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