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YENI KARBONiK ANH IDRAZ INHIBITORLER i SENTEZI VE iN VITRO INHIBITOR
AKT IVITELER iNIN INCELENMES i
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Kimya Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hasan TURKMEN
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Bu calsmanin amaci, yeni karbonik anhidraz inhibitérlegntezi ve bu bilgklerin inhibitor
aktivitelerinin in vitro incelenmesidir. Bu camada (¢ yeni karbonik anhidraz inhibitori
sentezlenmtir. Bu bilesiklerin yapilari FT IR, ve'H NMR yéntemleriyle aydinlatiingtir. Bu
bilesiklerin sudaki ¢ozunurlgill, bolme katsayisi ve biyolojik aktiviteleiin(vitro) incelenmstir. Bu
bilesiklerin bir kisminin asetazolamit ve sulfanilamittedaha gucli inhibitér olduklari tespit
edilmistir. Bilesiklerin bdlme katsayisi, inhibitdr aktivitesi vedaki ¢ozunudrlikleri arasindaki gki
incelenmg ve sudaki ¢6zunurlik, bélme katsayisi ve aktigitasinda bir bdantinin olmadil tespit
edilmistir. Sentezlenen bikiklerden en az birinin karbonik anhidraz inhibitéridlarak
kullanilabilmesini umuyoruz.

ANAHTAR KEL IMELER: Karbonik Anhidrazinhibitérleri, Asetazolamit, Sulfanilamit
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MSc Thesis

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF IN VITRO INHIBITORY ACTIVITIES OF NOVEL
CARBONIC ANHYDRASE INHIBITORS

Mustafa GUMUS

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hasan TURKMEN
Year: 2008, Page:75

The objective of this study is synthesis and ingesion of biological activities of novel carbonic
anhydrase inhibitors. Three novel carbonic anhyaiakibitors have been synthesised in this study.
Synthesised these compounds were identified by fERrid*H NMR. The compounds made were
evaluated for carbonic anhydrase inhibitory acgfivin vitro), water solubility and ether partition
coefficent. Some of the synthesised compounds Viesed to be more potent inhibitor than
acetazolamide and sulfanilamide. Correlation betwgater solubility, ether partition coefficent and
inhibitory activity have also been investigated. Y¥and that there is no correlation between water
solubility, partition coefficent and inhibitory aetiy (ICsg). We hope that at least one of the
synthesised compounds will be used as carbonicdaabg inhibitor.

KEY WORDS: Carbonic Anhydrase Inhibitors, Acetazolamide, Siltamide



TESEKKUR

Yuksek lisans tezi olarak sunglun bu calimamin, planlanmasindan tez yazimina kadar
degerli katkilarini benden esirgemeyen, bilgi vesgirtisuinden yararlangm degerli hocam Sayin
Yrd. Dog. Dr. Hasan TURKMEN'e tekkir ediyorum.

Calismalarim esnasinda benden destek ve yardimlarngeeseyen kimya boluminin gerli
hocalari Do¢. Dr. Mustafa @egmenci'ye, Do¢. Dr. Hgim Yilmaz'a, Yrd. Do¢. Dr. Fatih Aslan’a,
Yrd. Dog. Dr. Alilhsan Oztiirk'e ve ger hocalarima tekkiirii bir borg bilirim. Cagmam boyunca,
sabir ve destekleri ile beni yalniz birakmayan wlkBsans arkaddéarim Ramazan Tatsiz'a, Serpil
Yilmaztekin'e, Sirin Hicri'ye ve deserli gretmen arkadam Ibrahim Ciire’'ye sonsuz sekkir
ederim.

Bugiine kadar hep yanimda olan ve desteklerini @sieyen sevgili @me ve dgerli aileme
sonsuz tgekkdrlerimi sunarim.



SEKILLER D iziNi

Sayfa No
SeKil 1.1, SUIFaNITAMIt.......ueiiii e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e eeeeaeeeeeeenrnnes 1
SeKil 1.2. ASELAZOIAMIL ........ccoiiiiiie e e e e e e e 1
SeKil 1.3. Metazolamiit ........coooiiiiiiice e e e e e e 1
NL=L LI B 1 [T ¢ 1= 0 = o 1 1
NT=L (LI ST B o 7o ] F= 0 1] S 2
Sekil 2.1. Karbonik anhidraz KA(Il) enziminin polipt YapiSl .......ccccccvvviiiieieeirieeieeeeeeescsienns 5
Sekil 2.2. HCA-II izoenziminin ligand yapisindaki tagé merkezininsematik olarak gosterii...... 6
Sekil 2.3. Karbonik anhidraz enziminin GBICO; dOnGBUMU .........cevvvvviiiiiiieieeeeeeeeeeeeees e 7
Sekil 2.4. Karbonik anhidraz enziminin katalitik meHzmas! .........cccccceeeveiiiiiiiiiiiccceeeeeeen, 12
Sekil 2.5. Kan, hiicre ve limende iyon tranSTeli e ..o 14
Sekil 2.6. Sulfonamitlerin karbonik anhidraz enziiD&Zlanmas! ..o e, 17

Sekil 2.7.

Anyonik inhibitorler ve sulfonamitler &findan KA enziminin inhibisyonu
MEKBNMIZIMAST ....eeeeieeitie ettt et e e et e e s st e e s s e e e e e e e b r e e e e e e e nnnees

Sekil 2.8. Asetazolamitin yapisi............
Sekil 2.9. Metazolamitin yapisi................
Sekil 2.10. Diklorfenamitin yapisi
L= S 2 5 R o T 01 F= g 11 ] TR oL IR
Sekil 2.12. BriNZOIamIitin YAPISI ....ieiiieeeceeeeeeieeeeeeereeeeeeeeeeeeassesssssssssssrreenenreeeeeaeaeeaeessesannannnnsnns
Sekil 2.13. Karbonik anhidrazin inhibiSYONU ..cccecvviiiiiiiiiiiiiccccceecc e 21
Sekil 2.14. Prontosil MOIeKUIUNTN YAPISI.....cuuueeiiiiiiieiiieie e s s sscceerr e e e e e e e e e e e s e ennnnes 22
Sekil 2.15. 4-aminobenzensilfonamit molekUlunin $aRL........cccccviiiiiiiiieiieiee e 22
Sekil 2.16. Antibiyotik 6zellgi olan bazi stlfonamit bibgkIeri.............ovvevieiiiiieie e 23
Sekil 2.17. Sulfadiazin MOIEKUIUNTN YAPIST ... uaeaaiiiiiiiiiiieee et 24
Sekil 2.18. Siilfatiyazol MOIEKUIUNUN YAPISI .. s eeeeeiaiiiiiiitieiieeeeee et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeas 24
Sekil 2.19. Glokom hastalina yakalanmifarkli g6z 6rnekIeri...........ccccouviiiiiicaeeeiie, 26
Sekil 2.20. Normal bir g6zde akdz hUmaOr SIVISBKL........c.uuuuiiiiiiiiiiieieeiee e 27
Sekil 2.21. Primer aGIk agHl QlOKOM ... ...t 29
Sekil 2.22. Lazerle tedavi YONTEMI...........ummmmereeneruriiriiieeeeeerrreeeeeeeaeesssssssssnreerrererrrreeaaaaeeaeannnn 32
Sekil 2.23. Primer kapali agill gloOKOM ......v i e e e 33
Sekil 3.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-tmem silfonamit (1)'in sentezi................ce 39
Sekil 3.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanocilaminbenzen silfonamit (2)'nin sentezi........... 40..
Sekil 3.3. 4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamoj-benzen siilfonamit (3)’'n sentezi.......... 41.
Sekil 3.4. 4- (metakriloilamino)-benzen sulfonam®)’(in SeNtezi...........cccccvvvvviiveeeees e 42
Sekil 3.5. 4- (akriloilamino)-benzen sulfonamit ([B)SENEZI..........ueueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
Sekil 3.6. 2- (metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazolssifonamit (6)'nin sentezi ..............ccoeeeeee. 44
Sekil 3.7. 2- (akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-ddhamit (7)’'Nin SENEZ ..........cccvvveeeeiriiennnnnn. 45
Sekil 4.1. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyl®@nm de zamana kablank olarak,

astazolamitli ve sulfanilamitli amhda absorbans gigimi............ccccccceeiiiiiiiiinns 54
Sekil 4.2. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle@nm de zamana kaasetzolamitli

ve 2 numarali bilgkli ortamda absorbans ggimi...........cccccvveeeeeeiiiiin i e 55
Sekil 4.3. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle@nm de zamana karasetzolamitli

ve 3 numarali bilgkli ortamda absorbans @&imi............ccccccviiiiiiiiiiiiiie e 55

Sekil 4.4.

p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle@nm de zamana kamasetzolamitli

ve 4 numaral bilgkli ortamda absorbans @&imi............ccccccviiiiiiiiiie e 55

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiylé@nm de zamana kamasetzolamitli
ve 5 numarali bilgkli ortamda absorbans ggimi............cccccooiiiiiiii e 56
p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyl@@nm de zamana kamsetzolamitli

ve 6 numaral bilgkli ortamda absorbans @gimi.............cccocuiiiiiii e — 56
Sekil 4.7. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle@nm de zamana kamasetzolamitli
ve 7 numaral bilgkli ortamda absorbans @gimi..............ccccuiiiiiiii 56
Ek Sekil 1.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-tman stilfonamit (1)’in KBr
tabletleri ile hazirlanngiIR SPEKITUMU ..........ooi i e e e e e e e e eeeeeeeas 65
Ek Sekil 1.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilaminbgenzen silfonamit (2)'nin
KBr tabletleri ile hazirlanngilR SPEKIrUMU..........uuuiiiiiiiiiieeeee e e e ee e e e e e e 65

iv



Ek Sekil 1.3. 4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilanei-benzen silfonamit (3)'Un

KBr tabletleri ile hazirlanmgilR SPekirumu .............ueeeiiiiiiiiiiiis e 66
Ek Sekil 1.4.4- metakriloil benzen silfonamit (4)'in KBr tabletl ile hazirlannmy
IR SPEKEIUMU ...ttt ee e e a2 e a2 e e e e s e s s s e s e e e e e eeeeaaeesessansannnnnnrnnes 66
Ek Sekil 1.5. 4- (metakriloilamino) benzen silfonanti)’{n KBr tabletleri ile hazirlanngi
IR SPEKEIUMU ...ttt 242 e e e e e e e s e s s s e st ee bt e e e eeeeaaeesessansannnnnnrnnes 67
Ek Sekil 1.6. 2- (metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazolsidfonamit (6)’'nin KBr tabletleri ile
hazirlanmy IR SPEKIIUMIU ........oooiiiiiiieiiiee et e e e e e e e e e e e e e e s e e s e s aneennnnenes 67
Ek Sekil 1.7. 2- (akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-§ahamit (7)’'nin KBr tabletleri ile
hazirlanmy IR SPEKEIUMU ......oooiiiiiiiit ittt ettt e e e e e e e e e e e e e enaenes 68
Ek Sekil 2.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-teen silfonamit (1)'in DMSO+d
icerisinde aliNAA NMR SPEKIIUMU ..........cvovivieieeieeeeesemmeme e eees s 69
Ek Sekil 2.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilaminbenzen siulfonamit (2)’tn
DMSO-d icerisinde alinanH NMR SPEKtrUMU ..........ccvcveveveurieeesimemensee e, 69
Ek Sekil 2.3.4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzsilfonamit (3)'Gn
DMSO-d icerisinde alinanH NMR SPEKtrUMU ..........ccveveveveeeieeesememensee e, 70
Ek Sekil 2.4. 4- metakriloil benzen silfonamit (4)'UM30-d; icerisinde alinan
TH NMR SPEKIUMU ... ettt n et n e 70
Ek Sekil 2.5. 2- (metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazolsgdfonamit (6)’'nin DMSO-glicerisinde
AlNANMH NMR SPEKIUMU ......vovvrereeetieee e cememes e eeeesteeees s e sestesesensesenenan 71



CIiZELGELER D iziNi

Sayfa No
Cizelge 2.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizf@deaksiyon tlrleri .................cooovivveeeeee 9
Cizelge 2.2. Karbonik anhidraz izoenzimleri, hidmbktiviteleri ve hicre ici yegemleri............. 10
Cizelge 4.1. Sentezlenen Bilderin sudaki ¢cézunurltkleri, bdlme katsayilari ve
inhibitdr aktiviteleri 165 SONUGIATT ...t e 57

Vi



DCM
GIB
HCI
1Cs0
IR
KA
KAE
KAI

NMR
PAAG
PABA
PKAG
TEA
THF
TLC
TRIS

SIMGELER D iZiNi

Diklormetan
Gozici Basincl

Hidroklorikasit

Enzimin %50'sirinhibe Ederinhibitérin Molar Konsantrasyonu
Infraret Spektroskopisi
Karbonik Anhidraz

Karbonik Anhidraz Enzimi
Karbonik Anhidrainhibitorleri
Inhibisyon Katsayisi

Nukleer Manyetik Rezonans
Primer Acik Acili Glokom
p-aminobenzoikasit

Primer Kapali Ac¢ili Glokom
Trietilamin

Tetrahidrofuran

Thin Layer Chromatography
Tris(hidroksimetil)Jaminometan

Vil



1. GIRiS Mustafa GUM($

1. GIRIS

1940 yilinda Mann ve Keilin karbonik anhidraz inhibitorii (Alan ilk

Sulfanilamit bilgigini sentezledi (Mann ve Keilin, 1940).

H2N@SOzNH2

Sekil 1.1.Sulfanilamit

1944 yilinda Friedenwald glokom tedavisi icin gozdeki basincgiirdlimesi
gerektgini ifade etti. Balangicta diuretik olarak kullanilan oral KAnin g6z ici
basincinida (@B) azalttg 1954 yilinda Becker tarafindan bildirilgtir. Yine ayni
yil glokom tedavisi igin sistemik karbonik anhidraz inhibitorii olan Azelamit
(Acetazolamide) sentezlengniolup, halen glokom tedavisi icin tablet olarak
kullaniimaktadir (Shields, 1987).

N—_S\__SONH,

Sekil 1.2. Asetazolamit

Diger sistemik karbonik anhidraz inhibitérleri metazolamit ve diklorfenamittir.

3
\
o N—N
)}\N% )\so NH
H3C s ze cl SO,NH,
cl
Sekil 1.3.Metazolamit Sekil 1.4.Diklorfenamit

Ik topikal karbonik anhidraz inhibitorii olan Dorzolamit 1995 yilinda Maren

tarafindan sentezlengtir (Maren, 1995).
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O,

HeCo S _s
| ) SONH,
NHC,Hs

Sekil 1.5.Dorzolamit

Ayrica bu konu ile ilgili Ingiltere’de cakmalar yapilmy ve su anda
kullaniimakta olan ilaglardan biyolojik aktivitesi yakil (in vitro) on kat daha iyi
olan ilaglar sentezlenstir (Tdrkmen, 1998). Bu ilaglarinn vivo ve in vitro

calismalari yapilmaktadir.

Bu calsmada amacimiz daha etkin, yan etkisi olmayan veya daha az ysin etki
olan karbonik anhidraz inhibitorleri sentezlemektir. Sentezleneceksikimien

beklenen Ozellikleri gagidaki sekilde siralanabilir:

1. Enzimlere kan yuksek aktivitede olmasi,

2. Y& igindeki ¢ozunurlgunun istenilen seviyede olmasi,

3. Su ve yadaki ¢ozundrliklerin dengede olmasi,

4. Sudaki ¢ozundrfiinin en azindan % 3g/ml seviyesinde olmasi,
5. G6ze uyumlu olmasi,

6. Yan etkisinin olmamasi ya da en azindan minimum seviyede olmasi.
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2. ONCEKI CALI SMALAR

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz, vicutta yaygin olarak bulunan,@Ohidrasyonu ve
dehidratasyonunu 8kyan reaksiyonu katalize eden bir enzimdir (Dokmeci, 1992).
Ayrica bu enzim kan asiglinin dizenlenmesinde yer alan bir enzimdir (biyolojik
katalizor). Nefes alma hizi, kan agithden etkilenen fizyolojik fonksiyonlarin
arasindadir. Karbonik anhidrazin kataliz@dve karbon dioksitin karbonik aside
(H2COs) donistigl bir denge tepkimesidir (Maren, 1967).

karbonik

H,0 = CO, anhidraz H,CO,

HCOy + H (1)

Bu enzim ilk olarak Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda
eritrositlerde kegfedilmistir. Aktivitesi sonradan renal korteks, gastrik mukoza,
pankreas, g6z merkezi, sinir sistemini icine alan bircok yeag@asmgtir. Ayrica bu
enzim baka eritrositler, mide, g6z ve beyinde bulunur (D6kmeci,198%).an
tanimlanan 14 karbonik anhidraz enzimi (KAE) bulunmaktadir (Dodgsonkve ar

1991; Badger ve Price, 1992; Badger ve Price, 1994; Supuran ve Scozzafava, 2001).

Karbonik anhidraz ilk kgfedilen Zn? iyonlu bir metaloenzimdirilk defa
memelilerin eritrositlerinden safffarilan karbonik anhidraz, genel olarak metabolik
CO; geckini saglamanin yani sira, birgok dokunur’ Me HCQ™in birikiminde de
rol almaktadir. Baliklarin solungac ve salgi organlarinda, bazi bobrek veileattéer
kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik
kloroplastlarinda bu enzimin gaik rolleri oldugu ayrica ispatlanmgtir. KA s6zU
gecen canli hicrelerinde @o kez sitoplazmada c¢ozingibazen de hicre
membranina zayifca panms olarak yer almaktadir (Polya ve Wirtz, 1965; Maren,
1967; Carter, 1972; Pocker ve Joan, 1974; Pocker ve Sarkanen, 1979).
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Karbonik anhidrazin dgsik izoenzimleri farkl bir sekilde dokulara
dagilmistir. Bazi izoenzimler ayni dokularda birlikte bulugdugibi, diger bazi
dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir. Eritrositlerde bol miktardaniaum KA-I
izoenzimi yaninda, KA-Il dgsik dokulara H ve HCQ™ salgilamaktadir. Ayrica
bobrek kortekslerinden izole edilen KA-1I'nin butin Ozelliklerinin tamanagy/ni
oldugu bulunmgtur. Diger dokularda ise KA-Il izoenzimi eser miktarda
bulunmaktadir. Membrana #a bir izoenzim olan KA-IV ise insan bdbie ve
akcigerlerinden izole edilngtir. Epitelyum hicrelerde KA-IV, KA-II ile birlikte
bulundigu tespit edilmgtir. Yapilan calmalar, KA-IV'Un yetskin Kkisilerin
dokularinin blayuk bir béliminde ve bazi fetal dokularda bulgmdelirlenmitir.
KA-V’in ise belirli dokularin mitokondrilerinde, KA-VI tukiruk bezlede ve KA-
VIl ise sitozolde bulunan izoenzimleridir (Carter ve ark., 1981; iaftst, 1981;

Carter ve ark., 1982; Akiba ve ark., 1986; Sasaki ve Marumo, 1989).

Eritrosit KA’sinin en ©6nemli fonksiyonu ise, doku kilcal damarlarinda,
metabolizma uriint olan GO H,CGOs'e, akciger pulmoner kapilerde ise 805
CO,'ye donismesi reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olayinda yer almaktadir

Bu katalizlenme reaksiyonu 1 nolu reaksiyonda gosteytiimi

Bobrek tublillerinde ise, ayni reaksiyonlarla, "Nee HO geri emilimi
sglanmaktadir. Dier dokularda da yine 1 nolu reaksiyonla ya,@@nsferini, ya da
H* iyonu birikimini temin ederek, hiicre igin gerekli ortami meydanaigeitekim
omurgalilarin kan ve hicreler arasi sivisindaki en énemli tamporbbikartampon
sistemidir (Carter ve ark., 1982; Dodgson ve ark., 1983; Keha ve Kiiheyi993).

Son yillarda yapilan c¢amalarda silfonamit inhibitérlerinin Ure sentezini
azalttgr gosterilmgtir. Bu durum, mitokondriyel KA enziminin (KA-1V), sitrulin
sentezi icin gerekli olan HCO iyonunu, sitrik asit devrinden gelen @@en

saglayarak ure devrinin ilerlemesinde buyuk role sahip olmasiyla agiklanabilir.

Yine iskelet kasinda KA, laktik asit-laktat dengesinde ¢cok dnkimible sahip
oldugu vyapilan cabmalarla go6sterilngtir (Pocker ve Joan, 1973). Bitki
kloroplastlarindaki KAE’nin roll, atmosferden gelen £tnh yapraklarda HCQ

halinde tainmasi ve daha sonra tekrar £@ donitirilerek fotosentezde
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kullaniimasiseklinde ifade edilmektedir (Tobin, 1970; Botre ve ark., 1991). KA'nin
kuvvetli bir inhibitéri olan asetazolamitin (2-asetilamino-1,3,4-tiyadi&zol
sulfonamit) fotosentez olayini inhibe etmesi bu ifadeyrdimamaktadir (Pocker ve
ark., 1973).

2.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Yapisi

Karbonik anhidraz, 260 alt birimden (aminoasitler)satu dgal hali 6zel bir
kirecik seklinde kivrilng bir protein zinciridir. Yapisinda, aktif taraf denilen,
reaktantlarin orada UrUnlere dgthigl bir yarik veya cep bulunmaktadir. Karbonik

anhidrazin protein zincigekil 2.1.’de mavi bigerit olarak gosterilnstir.

Karbonik anhidrazin aktif tarafinda bir su molekuli proton kaybederek
hidroksit (OH) iyonunu olgturur. Bu proton, karbonik anhidrazin baz olarak
davranan bir kismi tarafindan koparilir. Normalde su molekulinin protonu ¢ok
asidik deildir. Ancak karbonik anhidrazin aktif tarafinda bulunan bir ¢inko katyonu
ve bir su molekilintn oksijen atomu arasindaki Lewis asit-baz setkié suyun
oksijeni Uzerinde pozitif yuk oklmasina yol acar. Bu durum su molekilinin
protonlarini daha asidik yapar.

&'l

/

Sekil 2.1.Karbonik anhidraz KA(Il) enziminin polipeptit yapis

5
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Su molekulinin protonlarindan birinin uzagtialmasi hidroksiti olgturur ki
bu da aktif taraftaki karbon dioksit ile HGO(hidrojen karbonat veya bikarbonat)
olusturmak Uzere tepkimeye girer. Karbonik anhidrazin burada gosterifeaiyda
(X-1s1n1 kristalografisi verilerine gore) aktif taraftaki bikarbongbnu kirmizi ile
aktif taraftaki cinko katyonu wé ile su molekull ise mavi ile gosterilgtir. Cinko
katyonu ile koordine olan (Lewis bazlar olarak) veya hidroksittofmak Uzere
sudan proton koparan (Bronsted-Lowry bazlari olarak) bazik taraflaumsor
kirmizidir (bu bazlar, histidin imidazol halkalarindaki azot atordigr Bu ttrlerin

hicbirinde hidrojen atomlari gosterilmegtir (Solomons ve Fryhle, 2002).

O\

HN%His-llg
Thr-199 K
N\

Glu -10

His - 94

Sekil 2.2. HCA-Il izoenziminin ligand yapisindaki metal merka&n sematik olarak gosterii

Enzimin aktif bolgesi oyulgeklindedir ve geni bir alana yerlgmistir. Koni
bicimindeki bu oyuk hemen hemen molekulin merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu
bu oyysun alt kismina bigik durumdadir. Dort ligand gibi #0 veya OH ile bir
tetrahedral geometride His—94, His—96 ve His—119'daki li¢ azot atorkaglaine
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edilmigtir. Ligantlar protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojengbde diger
gruplara bglanmasiyla $ekil 2.2.) olgurlar (Lesburg ve Christianson, 1995).

Bu enzim karbondioksitle sudan proton ve bikarbonat iyonlarini hizl bir
sekilde dretir ve kullanimini gar. Karbonik anhidraz vicudumuzun farkh
boélumlerinde sivi dengesinde ve pH kontroliinde anahtar rolli oynar. Mide &gitde
salgilanma gorevi yaparken ayni enzim pankreas 6z suyunu alkalayaprardim
eder ve tukiruk salgisini notteir, bobrek ve gozlerimizde proton ve bikarbonat
iyonlarinin gegiini saslar, bu yerlerde hiicrelerin sivi hacmine etki eder (Goodsell ve
Dutta, 2004).

Son on yildan beri karbonik anhidraz, enzimatik katalizin pernsiplerinin
aydinlatiimasinda, énemli bir rol oynamaktadir. KA, metabolizmadaki derece
onemli rol oynamasinin yani sira, ¢ozelti ortaminda kararl olw@siygunsartlar
altinda aktivitesi kaybolmadan uzun sire bekletilebilmesi gibi avafizglliklere

sahiptir (Pocker ve Janjic, 1989).

Karbonik anhidraz, C®ve H,CO; veya ortamin pH’sina gore HGOveya
COs? iyonlarl arasinda dosiimleri katalizleyen bir enzimdir. Diizlem bir molekdil
olan CQ'nin farkli acilara sahip piramidal yapida®Os'e kendiliginden dong§liimu

cok yavatir.
0 ﬁ 0 0
B | |

ﬂ + H,0 c - —_— o

I /' \ /' \ /' \
HO OH 0 OH e o

(@]

Karbondioksit (pH=11) (pH=7) (pH=2)
Karbonikasit Bikarbonat Karbonat

Sekil 2.3. Karbonik anhidraz enziminin GBICO; déniimi

KA, bu cok yava gerceklgen donglim reaksiyonlarinin vivo ve in vitro

sartlarda son derece hizli kilde katalizlemektedir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri (KA-I, KA-1l, KA-IIl vb.) vicudun fankl

bdlgelerinde spesifik fonksiyonlari yerine getirir. KA-I ve KA-kirmizi kan

7
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hicrelerinde (eritrositlerde) bulunur. Enzim sayesinde, ®@ndaki su ile hizla
reaksiyona girerek dokulardan akeie bikarbonat iyonu halindestair (Maren,
1967).

KA-Il ve KA-IV gb6zlerde bulunur. Gb6zde processus siliarede lokaliz
olmustur. Enzim akdz humor salgilanmasinda 6nemli olan sodyum iyonunun
optimum aktif transportu icin uygun bir pH ortamglsa (Maren, 1967; Dokmeci,
1992).

KA-IV ayrica hiicre zarinda vicutta sivi Ureten salgilagakularda bulunur,
KA'In 6nemli bir fonksiyonel formu oldgu disintulmektedir (Maren ve ark., 1993).
Bobrek ve akgierlerde de bulundiu saptanngtir (Supuran ve ark., 2003). Ayrica

Ispanak bitkisinin kloroplastlarinda bulunmaktadir (Rowlet ve ark., 1994).

KA-IlIl kirmizi iskelet kasi ve ya dokularinda bulunur. Laktikasit laktat
dengesinde ¢ok 6énemli bir role sahiptir (Gros ve Dodgson, 1988; Lynch ve ark.,
1993).

KA-V karaciger mitokondrilerinde ve bobreklerde bulunur. Bikarbonat
Uretiminde metabolik bir fonksiyona sahip ofdu distnidlmektedir. Ayrica
glukogenezisde biotin iceren enzim pruvat karboksilat icin ve tUragenearbamoil
fosfat sentezi icin bir substrattir (Dodgson ve ark., 1991). KA-V dinkanbonik
anhidraz izoenzimlerindendir ve onun katalitk mekanizmasi heniz tamame

anlasilamamstir.

KA-VI ve KA-VII tukurik bezinde bulunur ve tukugi notralltirdigi yani
pH dengesinde rol oynagdl disundlur ayrica KA-VII beyin ve akgerde

bulunmaktadir.

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

tumorlerinde bulunmaktadir (Supuran ve ark., 2003).

Hucre zarlarinda bulunan gir izoenzimler (KA-XII ve KA-XIV) henilz

fonksiyonlari iyice anlglamamstir (Supuran ve ark., 2003). Ayrica bitkilerde

8
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fotosentez sireclerinde G@tmosferden kullanir. CQgaz1 bikarbonat iyonu olarak
depolanir, hem kara hem de su bitkilerinde karbonik anhidraz bikarbonatrigamla
COy'e geri donguminde rol oynar. Bu enzimin oyngddiger ilging biyolojik olgu
mercanlarin  kireclenmesidir. Deniz suyu kalsiyum tepkimeleriyheercan
poliplerinden karbonik anhidraz tarafindan bikarbonat Uretilir. Bu mereanlar
disinda sert bir tortu birikmesine neden olur (Goodsell ve Dutta, 2004).

2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

KA enzimi, HCQ ve H' olusturarak hem C@nin uzaklgtiriimasinda hem de
asit-baz dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Karbonik anhidrani€O
hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin karbamik aside veyan dreni
siyanamite, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Karboksilik, stlfonik ve fosforik asit esterarihidrolizleri de bu

enzim tarafindan katalizlenmektedir (Cizelge 2.1.) (Supuran ve Scozzafava, 2001).

Cizelge 2.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizfgdeaksiyon turleri

1| 0=—C—0 + H,O0 /= HCOy + H*

2 | HN——=C=—7—NH + H,0 —/—== H,NCONH,

3 | RCHO + H,0 =——== RCH(OH),
4 | RCOOAr + H,0 =—== RCOOH + ArOH
5 | RSOAr + H0 =—== RSQH + ArOH
6 | ArOPO;2 + H,0 ——= HPO;2 + ArOH
7 | ArF + H,0 =——== HF +  ArOH

8 | PhCHOCOCI + H,O ——==— PhCHOH + CO, + HCI

9 | RSO.CI + H,0 ——==— RSO;H + HCI
(R=Me;Ph)
(Ar=2,4 dinitro fenil)

KA enziminin; hayvan dokularinda, bitki hiicrelerinde ve bakteriler ly#onen
hemen butiin organizmalarda bulupdwilinmektedir. Bununla birlikte, son yillarda
9
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yapilan caymalarda cgtli memeli dokularinda 14 farkhh KA enziminin olgu
bildiriimektedir (Cizelge 2.2.) (Solist ve ark., 1999; Chegwitten ke, &000; Clare

ve Supuran, 2000; Supuran ve Scozzafava, 2002). Belirlenen KA izoenzimleri
arasinda, KA-1, KA-11, KA-IIl ve KA-VII sitozolik form; KA-VI tukuruk gibi ¢aitli
salgilarda mevcut olan karbonik anhidraz formlaridir (Parklkélaark., 1998; Mori

ve ark., 1999; Bilbul ve ark., 2003). Son yillarda katalitik etkisi olmayatadir
formu da (KA-VIII, KA-X ve KA-XI) canlilarda izole edilntir.

Cizelge 2.2. Karbonik anhidraz izoenzimleri, hideat aktiviteleri ve hicre ici yeranleri
(Pastarekova ve ark., 2004)

Katalitik Aktivitesi

Izoenzim (Hidrataz) Hucre Ici Yerlesimleri
KA-I| Dusuk Sitozol
KA-I Yuksek Sitozol
KA-III Cok dusuk Sitozol
KA-IV Yuksek Plazma Membrani
KA-V Orta dereceli* / Yuksek Mitokondri
KA-VI Orta dereceli* Takaruk icinde
KA-VII Yuksek Sitozol
KARP-VIII Yok Sitozol
KA-IX Yuksek Plazma membrani
KARP-X Yok Sitozol
KARP-XI Yok Sitozol
KA-XII Du stk Plazam membrani
KA-XIII Du stk Sitozol
KA-XIV Yuksek Plazma membarani

* pH 7.4’de orta dereceli, pH : 8.2’de yuksek

10
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KA ilk olarak memeli eritrositlerinde izole edilgtir. Daha sonraki yillarda
enzim, insan eritrositlerinde, balik eritrositlerinde, sicanrasitlerinde, sigcan
tukardgl, seir kemigi, sigir lokositleri, ¢aitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflgtirilmis ve bircok kaynaktan karakterize ediftii. Enzimin memelilerdeki
molekdl kitlesi 30.000 Da civarinda ofglutespit edilmgtir (Feldstein ve Silverman
1984; Krungkrai ve ark., 2001; Beydemir ve ark., 2002; Beydemir ve Gulgin, 2004).

Karbonik anhidraz enzimlerinin ¢ boyutlu yapilarkKA, B-KA ve y-KA
olmak Uzere ¢ farkli familyada incelerytim. Farkli familyalarla gosterilen homolog
enzimler arasinda dnemli bir fark yoktur, aksine onlarin hepsimie ¢yonu vardir.
Bundan dolayr bu familyalarin hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getere

yoniinden birbirine benzer yapilardandir (Hewett-Emmett, 2000).

H,0
CO, + EZNOH" EZNHCO5 EznH,0 + HCO3 (2)
B
EZnH,0 H'EZNnOH - =<——= EZnOH" 3)
BH*

Yukaridaki mekanizmada gosteriidigibi kataliz iki safha gercekjenektedir.
Birici safhada enzimin karbondioksidi @amasi ve bikarbonat ajmasi
gozlenirken, ikinci safhada ise proton transferini ve enzimin tekeglangictaki

haline donmesi izler ( Pocker ve Sarkanen, 1978).

Cinko iyonuna bgli su molekilleri kolaylikla proton verbilir. Fakat ¢inko
iyonuna bgh imidazol veremez (Gary ve Tarr, 2002). Enzimin aktif formunu
olusturan EZnOH giicli nikleofilik yapisiyla COmolekiline saldirir. Bu da Zh
iyonuna bglanms bikarbonat iyonunun oftnasini sglar. Daha sonra HCOiyonu
bir su molekiililyle yer dgstirir ve cozeltiye gecer. Bunun sonucunda Ziyonuna
su molekdlt bglanir (Denklem 2). Denklem 3'te katalizin Zaanasi proton transfer
adimlarindan olgur ve enzim ¢inko bz hidroksit formuna geri doner. Burada B bir
proton akseptori (tampon) veya belki de su, E enzimi ifade edeer(8dn ve
Lindsgok, 1988).

11
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Karbonik anhidraz enziminde aktif bélgede (¢ tane histidin imidazndlugma
bagli cinko iyonu oldgu bilinmektedir. Denel olarak enzim pH 7'nin altinda
aktifligini kaybeder, bu durum pK’si 7 olan iyosgédilen bir grubun aktif bélgenin
bir parcas! oldgunu gdosterir. Ayrica Cé€nin hidrasyon drtintinin HCO oldugu
bilinmektedir (Gary ve Tarr, 2002). Onerilen karbonik anhidraz mekaniz§es
2.4.’te gosterildii gibidir.

N N, L

iz L NH 0 e
NN/zn ‘0 Nf:; D N/,Zn —
I:]:I =0
/>Ii||5—ti4 -
Gl I*
> a (v
5 -
N NT-::T'? +.D-H?:O H
N 4 AR N
N" '"nlen"'_O'/ N \ N
g ‘. il \ ,.J
N N i
HT N " His-b4
J.:}'

\ " His-64 V) /-~
H,O

(1) \ N /’““NH f(
N

™ HCO,
H - Hise4 3
Sekil 2.4.Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

IIk basamakta His—64 Zn’ye su molekili tzerindegldvamaktadir. Zn'ye
bagl su molekiiliinde bulunan bir proton His—64 poteinine g@éeikinci asamada,
ortamdaki kuvvetli baz His—64'de bulunan protonu koparmakt@dhr Olusan
Zn(OH") (hidroksit ligandi) CQ@ye cok hizli etki eder ve geghalini olusturur (111) .
Bu geci halinden sonra trtiin kompleksi gl (IV) . Son olarak triin kompleksinde
bulunan HC@ su ile ¢ok hizl bigekilde yer dgistirir (V). Bu olay metabolizmada
dongusel bigekilde devam etmektedir (Briganti ve ark., 1997).

12
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2.4 .Karbonik Anhidraz Enziminin Metabolizmadaki Yeri

Karbonik anhidraz enzimi Cin su ile birlemesini katalize eden enzimdir
(Maren, 1967). Olgan HCOs kimyaca stabil bir bilgk olmadgindan tamama yakin
bir kismi iyonize olur. Bu enzim bobrek korteksinde proksimal ve distiadilt
hiicrelerinin ve toplayici tibdl hicrelerinin [imene bakan kisimlarindaakitnes
olmustur. Ayrica eritrositlerde, mide mukozasinda, goézde korpus silargeyinde
bulunur. Karbonik anhidraz ¢ok onemli bir enzimdir. ClUnku bgbrealkalileri
tasarruf etmesini, asidi, idrar ¢ikarmasini ve boylece ekditas sivinin asit-baz
dengesinin korunmasini @ar. G6zde korpus siliare'de himoér akozinsotau
karbonik anhidraz enzimi tarafindangkmir. Enzimin inhibisyonu himor akéz
salgilanmasinin azalmasina neden olur. Midede salgl hiicrelddhd@meydana
gelmesi 1 nolu reaksiyonla olmasidir. Fakat mide salgl hlcreédd karbonik
anhidraz izoenzim tiri, asetazlolamit ve benzeri ilaclar tarafindanibelegecede
inhibe edilemez (Maren, 1967).

Enzim, H ve (in HCQ bobrekte, midede, kirmizi kan hiicrelerinde, géuaie
pankreasta gegni gerceklatirir. Vicudun bazi bolgelerinde gerceklesen bu olay
g0z icinde retinada, g6z hucrelerinde, iristeki epitel dokulardgedgeklgir. Ayni
proses g0z icindeki korpus siliare cisminde gorulmektedir. Gozdekeleiiden Na,
HCO;  iyonlanyla himor akdze gmir. Bu olay ozmotik basingla olmaktadir.
Ozmotik basincin dengesini @amak icin su molekilleri de hicrelerden himoér
akbze gecerler. Bu iki bolge arasinda himor akéz tarafinda Uretimiyedi da
yiikselsten kaynaklanan dengesizlik olursa (yakta0.2 mikroilitre min® mmHg)
g0z ici basincinda (IB) bir yiikselme olmaktadir (Maren, 1967).

Bu enzimlerin gleyisi tam olarak bilinmemektedir. Hala enzimin etkisi
anlggilmasi guc¢ bir hal igcinde belirsizini korumaktadir. Sistemin basigkilmis
uyarlamasi gagidaki sekilde verilmitir. Bu sistem beyin ve omurilikteki sivida ve

pankreasta gerceklesen olaya oldukca benzemektedir (Drance ve Neufeld, 1984)

13
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Sekil 2.5.te goruldgu Uzere kan, hicre ve liumende gerceklesen olaya
deginilmistir.  Burada iyonlarin  hicre zarlari arasinda bir dengeden
kaynaklanabilecek bir gegteri oldusu acikca gorulmektedir. Karbonik anhidraz
enzimi tarafindan okan H' nin bir kismi limene, bir kismi da kanda bulunan bazlar
tarafindan tutulurlar. Burada proton hlkarafindan bglanirlar. Boylece ortamda
amonyum (NH), HsPO, ve benzeri protonlanmizayif asitler olgturabilirler
(Drance ve Neufeld, 1984).

Pigmentsiz
Epitel Doku

Bosluklu Gegis

Pigmentli
Epitel Doku

Oncotic
Hidrostatik Basing
Basin¢

Sekil 2.5. Kan, hicre ve limende iyon transferi

2.5. Karbonik Anhidraz inhibitérleri

2.5.1. Etki mekanizmasi

Karbonik anhidraz inhibitorleri Sulfonamitlerden elde edilen sistentili e
ilaclardir. Karbonik anhidraz inhibisyonu vasitasiyldBG azaltirlar. Bu ilaglar
sodyum tutar potasyum atar, bu durumda korpus siliarede asit ortaun. dhsidik
ortamda himoér akdz yapimi azalmaktadir. Karbonik anhidraz inhibitorderi a
glokomda kisa sureli tedavi icin faydalidirlar. Fakat uzun skadianim gorme kaybi
riski tasiyan hastalara uygulanmaktadir (Ozgetin, 2001).

14
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2.5.2. Yan Etkileri

Karbonik anhidraz inhibitérlerinin uzun sdreli uygulanmadaki faydalari,
sistemik yan etkileri ve zayif uyum nedeniyle sinirlanm@diktaCaqzu vakada yan
etkilerin siddeti doza bamlidir ve doz azaltilarak, Bka bir ila¢ kullanimina
gecilerek ya da yagasalinan bir preparat kullanilarak 6nlenebilmektedir (Ozgetin,
2001).

1- Parmaklarda, ellerde ya da ayaklarda karincalanma genehragsiz bir
yakinmadir. Ber hasta bu semptomlarin olmaadi iddia ediyorsa ilaca uyum
mutlaka sorulmalidir.

2- Yorgunluk, kiriklik, depresyon, kilo kaybi ve libido azalmasi gibi semg@oml
gorulebilir. Bu yuksek serum duzeyleri ve ilacaglibametabolik asidoz
nedeniyledir. Hastalarin % 50 sinde 2 haftallk sodyum asetat uygsia
semptomlarin gerilemesini @amistir.

3- Gastrointestinal semptomlar, gastrik irritasyon, abdominal kemgiyare |,
bulanti ve kusma ile karakterizedir.

4- Ceitli yan etkiler; renal tglar, steven jhonsen sendromu, kemikgiili
depresyonu, gecici miyopiyi kapsar.

5- Kanda CQ birikimini artirdigindan dolayi ¢ok risklidir kullaniimaz.

Karbonik anhidraz inhibit6rleri, stlfonamitlerin glgik tlrevlerini olyturan
ajanlardir. Dgrudan karbonik anhidraz enzimini inhibe ederek ve daha kicuk bir
oranda asidoz olusturarak himor akdz salgilanmasini azaltmak lsuigi®y ici
basincini  dgirdrler.  Karbonik anhidraz inhibitérleri, sistematik olarak
verildiklerinde akut glokomlarin kisa sureli tedavisinde faydgasalar da, uzun
sureli kullanimlarda genellikle yiksek gorme kaybi riskiy@an hastalar icin rezerve
edilmistir. Miyotiklerle kombine edildiklerinde gayet iyi ilave ketolustururlar
(Oragl, 2001).

Karbonik anhidrazin en gicli organik inhibitorleri, aromatik ve heteroaromatik
Sulfonamitlerdir. Sulfonamioler kimyasal R-@@H, yapisina sahiptir. Burada R,
genellikle aromatik ve heteroaromatik halka sistemidir. Sulfotianm en carpici
Ozelliklerinden birisi,

15
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R-S0NH; R-80,NH- + H” 4)

denklemine go6re kolaylikla iyonik yapi kazanmalaridir. Bu &3elkarbonik
anhidraz enzimi Uzerine inhibisyon etkisi i¢in son derece onemlidiforf&amitler
icerdikleri bu hidrofilik bolgeye ilaveten, aromatik ve heteroardknaidrofobik
bélgelere de sahiptirler. Sulfonamitlerin enzimle etkiesi, oncelikle R-SENH
bilesigindeki N atomunun karbonik anhidraz enziminin aktif bdlgesinde bulunan
Zn*? ile iyonik olarak bglanmasi ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik
etkilesmelerle inhibitbrin enzime KBenmasi ile bu etkilgne tamamlanngi olur
(Maren, 1987; Arslan, 2001).

Sulfonamitlerin, karbonik anhidraz enzimine gugli @kilde b&lanmasi bu
iki etkinin toplaminin bir sonucudur. Nitekim, substitiie ya da alkil @i@fitlerin
enzime bglanmasinda yalnizca hidrofobik etkiteeler oldgu icin, aromatik ve
heteroaromatik yan grubu stganlara gore daha zayif inhibitorlerdiinorganik
anyonlar ise yalnizca hidrofilik Bnma sonucu, KA icin Sulfonamitler kadar gucli

inhibitér gorevi tUstlenemezler (Maren ve ark., 1983).

Sulfonamitlerin KA enzimine B@anmasi konusundaki teorik bir gaha da,
ilk olarak Zn™ tek baina digiinildigii zaman, metal iyonuna azot ve oksijen
atomlarindan koordine olgu belirlenmitir (Sekil 2.6a.). ikinci olarak, bu
baglanmaya aktif bélgede bulunan triozin(Thr-199) desidtilildigtinde Sulfonamit
molekilindeki —NH grubu ile Thr-199 arasinda bir hidroje@i balusarak daha
kararli bir yapi meydana gelmektedfekil 2.6b.). Son olarak, KA enziminin aktif
bdlgesindeki bglanmada rol alan Thr-199’'un yaninda, Gc¢ histidin grubu da
disinulerek vyapilan caimalarda, Zn-OH bka kararsiz hale gecerek, tetra
koordinasyon metal kompleksi glur. Bunun sonucu olarak Sulfonamit oksijen Thr-
199'un NH grubu ile bir hidrojen Iga yaparak en kararli konformasyonu meydana
getirmektedir $ekil 2.6¢.). Bu teorik hesaplamalar, enzim-inhibitdr kompleksinin
(HCA-ll-asetazolamit) X-ray yap! analizi ile uyum hadedir. Sulfonamitler
arasindaki inhibitor aktivitesi farkini ortaya koymak icin yapiaile iliskileri ve
enzim-inhibitdér bglanma serbest enerjileri incelerytm. Elde edilen sonuglar,

Sulfonamit tlrevlerinin enzim ile farklgekilde Van-der Waals etkgeelerinden
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dolayl K; degerlerinde Onemli fark oldtunu gostermsiir (Roughtan ve Booth,
1946).

CH,
N N/
HsC 0 H3C O 7 ©
\S/ Thr-199 \S/ Thr-1/9§ |
N
HN< 20 /OWH—N< 20 H /O’VU‘H/ Lﬁz
Zn H Zn RN
HaN | NHs
NH;
(@) (b) (©)

Sekil 2.6. Silfonamitlerin karbonik anhidraz enzimiba&lanmasi

Zn(ll) iyonuna koordine olmw Sulfonamit bilgiginin N atomuyla, protonu
ayrilmis Zn(ll) iyonunun bir tetrahedral yapida gi@nmasi Sulfonamitler igin ¢ok
onemlidir Sekil 2.7a.). Anyonlar iseSekil 2.7b.’de gorildgi gibi, hem metal
iyonun tetrahedral geometrisinde, hem de tiyosiyanat gorde goruldi@i gibi

trigonal-bipirimidal yapida kdanabilirler (Briganti ve ark., 1996).

0 S
(g \
-HT \\O \\N /OH,
Zn+2 /Z +2
His 94 \His 119 His 94 His 119
His 96 His 96
Tetrahedral yapi Trigonal — bipirimidal yapi
(Sulfonamit) (Tiyosiyanat)
(a) (b)

Sekil 2.7. Anyonik inhibitorler ve silfonamitler @findan KA enziminin inhibisyonu mekanizmasi

Hastaliklarin tedavisinde ve stesinde, KA inhibitérlerinin 6énemi, glokom
hastalgl tedavisi icin KA enzimi Uzerinde yapilan inhibisyon galalari sonucu
ortaya cikarilmgtir. Bu calsmalarda, KA enziminin kataliz mekanizmalarinin
aydinlatiimasinin yani sira, bu enzimin dokulargildar ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlari anlglmis bunun sonucunda KA enziminin inhibitérleri ve

aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz vergtmi Bu calsmalarda cok cgtli KA
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enzimi inhibitorleri sentezlenmive bu inhibitorler bgta glokom tedavisinde ilag,
antitiimar, &n kesici, epilepsi ve ndrolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron, goms
tomaggrafisi ve manyetik rezonans belirlenmesinde diagnostihige materyali,
antitlser, dilretik ilaclarin gelnesinde yol gdsterici antibiyotik olarak halen
kliniklerde kullaniimaktadir. Bu sebeple KA enziminin inhibisyon mekasaginin
bilinmesi ve yeni bilgiklerin sentezlenmesi ¢ok blyiuk dnem kazagim(Supuran

ve Scozzafava, 2001).
2.6.Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Siniflandiriimasi

Karbonik anhidraz inhibitorlerini yapilarina ve etki mekanizmalargtae
ayirmak mumkanddr. Sdulfonamitlerden elde edilen bu ilaglar sistemiBokik
anhidraz inhibitorleri ve topikal karbonik anhidraz inhibitorleri olarak skaifta

incelenir.

2.6.1. Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri
- Asetazolamit
- Metazolamit
- Diklorfenamit

2.6.1.1. Asetazolamit

Sekil 2.8. Asetazolamitin yapisi

Acik acili glokom, sekonder glokom ve kapali acili glokomda amgdiydince
ya da sonra goz ici basincinisdimek icgin kullanilir. Asetazolamitgezdan yada
intraven®z enjeksiyon ile verilir. Solisyonun pH’sinin alkali olmasi negtieni
intramuskudler uygulanimi gallidir.  Asetazolamit sulfanomid grubundan bir
ilactir;bazen hematolojik bozukluklar ,dokintl ve sulfanomidlergli Haeska yan

etkiler ortaya cikar. Genellikle uzun sure kullanilmasi tavegigmese de meydana
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gelen elektrolit bozukluklari ve metabolik asidoz potasyum bikarbofetvésan
tablet) verilerek duzeltilebilir. Enjeksiyagekli Turkiye’de bulunmamaktadir.
1- 250 mgr'lik tabletler 250-1000 mgr olarak bélunudzlar halinde verilir.
Etkisi 1 saat icinde B#ar, 4 saatte pik yapar ve 6-12 saat sirer.
2- 250 mgr'lik yava salinimli tabletler (diamox SR) giinde 1 veya 2 kez verilir;
etki stiresi 24 saattir.

3- 500mgr hk flakonlardir (diamox parenteral) intraven6z kullanim igindir
Etkisi kisa strede Wkr, 30 dakikada pik yapar ve 4 saat sirer (Alward,
1998; Sloan, 1999; Schuman, 2000).

2.6.1.2. Metazolomit

Sekil 2.9. Metazolamitin yapisi

Bobrek tglari ve kan diskrazilerine neden olabilir. Doz, 50-100 mgr ginde 2 kez
olarak kullanilir. Etkisi 3 saatte {ar, 6 saatte pik yapar ve 10-18 saat surer. Bu ajan,

asetozolamite iyi bir alternatiftir ve daha uzun etki suresine sahiptir.

2.6.1.3. Diklorfenamit

Sekil 2.10. Diklorfenamitin yapisi
Dozu 50-100 mgr dir ve ginde 2 yada U¢ kez kullanilir. Etkisi 1 saateic
baslar 3 saatte pik yapar ve 6-12 saat surer.

2.6.2. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri
- Dorzolamit

- Brinzolamit

19



2. ONCEKI CALI SMALAR Mustafa GUMUS

2.6.2.1. Dorzolamit

(e
5

HsC
| s

' / S0.MH,

MHCHs

Sekil 2.11. Dorzolamitin yapisi
Topikal bir karbonik anhidraz inhibitorii olan dorzolamit beta blokerlere

direncli ya da beta blokerlerin kontraendike @duhastalarda kullaniimak tzere
onaylanmgtir. Tek baina veya topikal bir blokerin yaninda kullanilir. Kaggeoi
bozuklygu olanlarda dikkatli kullaniimalidir. @&r bdbrek yetmezgi, gebelik,
emzirenlerde ve hiperkloremik asidozu olanlarda kontreendikedir. G6zde yanma
batma, kanti, gizda acl tad, bulanik gérme, gozlerdesayma, konjonktivit,
yuzesel punktat keratit, blefarit, anterior tveit, gecici miyops; d@usi , sersemlik,
parestezi, asteni, bulanti, dokuntl ve allerjik reaksiyonlar (Urtikerp aigem,
bronkospazm dahil), Uriner sisteml&al yapma gibi yan etkilere sahiptir. Teksbeaa

uygulanirsa ginde ¢ kez, beta blokerle uygulanirsa ginde iki kez damlatilir.

2.6.2.2. Brinzolamit

NHC,Hg

s SO,NH,

N

s
o/ \o

H3CO(H2C)3/

Sekil 2.12. Brinzolamitin yapisi

Azopt ticari adiyla %1 konsantrasyonda tedaviye sunglchger bir topikal
karbonik anhidraz inhibitortdir. Dorzolamit gibi KA-Il izoenzimi bloke eder

himaor akdz yapimini azaltan Sulfonamit ttrevi bir ilactir (Rosenberg, 1998).
2.7. Karbonik Anhidraz inhibisyonu

Asagidaki sekil karbonik anhidrazin inhibisyonunu gostermektedir.
Sulfonamitin  R-S@NH™ anyonu enzimde hidroksit anyonu yerine Zn(ll)'ye

koordine olur. Inhibitériin silfonamit azotuna #a proton Thr-199'un hidroksil
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grubuyla bir hidrojen ha yapar ve sirayla Glu-106'nin karboksilik grubu Thr-
199'un yan zincir hihrojeni ile hidrojen payapar. Zn'ya koordine olan sulfonamit
oksijenlerinden biri Thr-199'un —NH grubu ile bir hidrojengbaverirken dgeri
Zn(ll) iyonuyla kismi koordinasyonda bulunur. Bu etkileler KA-Il ile tim

sulfonamitler arasinda gorulur.

Sulfonamitin R-SG@NH; parcasi aktif bolge yannin hidrofobik parcasi icinde
kalir. Yan zincir ile lle-91, Val-121, Val-143, Leu-198, Pro-202 ile van wleals
etkilesimi yaparken metoksi grup onun hidrofilik parcasina yonglotarak GIln-92,
Ser-197 ve Thr-200 ile van der waalglaatilari yapar (Abbate ve ark., 2004).

- -
\\S”?O
o
7
Thr-199
_ ,
\\/\N_"_ _____ 22 N
[ = ! O_ 8
His-96 ! N \ |
. N Glu-106
His-119 N
His-94

Sekil 2.13.Karbonik anhidrazin inhibisyonu

2.8. Karbonik Anhidraz inhibitérlerinin Kullanim Alanlari

Karbonik anhidraz inhibitorlerinin kullanim alanlau sekilde siralanabilir:

« Idranin alkalilgtiriimesi amaciyla kullanilir. Bu da asit ilaclarla geln
zehirlenmelerin tedavisindee yarayabilir.
» Epilepsi tedavisinde yardimci ilag olarak kullanilir.

» Kronik metabolik alkalozda bikarbonat tiketiminigkgyarak asit-baz dengesini

sgilarlar.
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» Akut dag hastalgl: Belirli bir yukseklikte ortaya ¢ikan uykusuzluk, sbagrisi,
bulanti, halsizlik, solunum bozukluklari gibi bulgulara skgprofilaktik olarak
kullantlir.

» Hiperkalemik periodik paralizde Uriner yolla P&ilimini sglarlar.

* Sirozda kullaniimamalidir (kontrendikasyon) (Dokmeci, 1992).
2.9. Sulfonamitler ve Ozellikleri

1932’'de Alman kimyacilar Klarer ve Mietzch, yin polenleri Uzemyigll bir
sekilde balanan prontosil (para-Sulfonamit okrizodin) adl azot ttrevi bir karmi
boya kafettiler.
0

H2N—|S N—/—N NH,

O
H,N

Sekil 2.14. Prontosil molekdlinin yapisi

1935'te G. Domark ve arkaglarinin, farelerde okiurduklari hemolitik
streptekoklardan (bir bakteri tur) ileri gelen enfeksiyonlaronfosille tedavi
etmelerinden sonra antifeksiydz kemoterapide ilk adim atilofdlu (D6kmeci,
1996). Insanlardaki bakteriyel hastaliklarin sistematik olarak tetawvie
onlenmesinde ilk kullanilan ilaglar stlfonamitlerdir. Bulunmalari ve hengens
sekilde kullaniimaya bganmalarini takiben etkili olduklari bakterilerin yol actiklari
hastaliklarda 6nemli azalma olgtur (Dural, 2002).

1936’da 4-aminobenzensulfonamit sentez edildi. Bu tarihten sonra aftuz y

icerisinde sulfonamit grubunun (-9H,) yuzlerce turevi elde edilmtir.

|C|)
H2N_ﬁ NH2
0]
Sekil 2.15. 4-aminobenzenstulfonamit molekilinin

yapisi
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Gundmuze kadar sayilarn binlersaa sulfonamit tlrevi sentezlengnancak
bunlardan sadece 25-30 kadari uygulama alani Btdmurim sulfonamitler ayni
yapiya sahiptir. Bakteriler Gzerinde etkinlik icin molekilde para komgawamino
grubunun bulunmasi esastir. Para konumuna vicutta amino grubuna cevrilebilen

yapilar da bglanabilir (Solomons ve Fryhle, 2004).

Antibakteriyel etkili stlfonamitler gegispektumlari nedeniyle tek garina
cok sayida endikasyonda uzun yillar kullanglandir. Daha sonra trimetroprim,
tetroksoprim ya da primetmin (diaminoprimidinler) gibi dihidrofoladiiktaz
inhibitorleriyle kombine edilerek ginimuizde de cok sayida enfeksiyona ka
kullaniimaktadir. Antibiyotik 6zelffi olan bazi sidlfonamit yapilar saida

verilmistir (Solomons ve Fryhle, 2004).

NH NH, NH,
SO,NH SO,NH SO,NH
——N / \ >:N
N
N
\ / ~o CHsg \ //\
(a) Sulfapridin (b) Sulfametoksazol (c) Sulfadrazi
NH,
NH,
NH,
SO,NH
CHg SOzNi(N
HsC Q_/\ SO,NHCOCH;
(d) Sulfametazin (e) Suksinilsulfatiyazol  (f) Sulfasetamit

Sekil 2.16. Antibiyotik 6zellgi olan bazi sulfonamit bikgleri
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Bakteriler tzerinde etkinlik igin stlfonamit grubun8O,NH,) pek 6nemi
yoktur ama tadigi gruplar yonunden bakilginda molekilin en 6nemli kismini
olusturur. Amit azotuna kdanan gruplar bilggin etki gucini dgistirir. Buraya
heterosiklik aromatik bir grubun gecmesi en etkili stlfonamit trevledusturur;
bu yonle en gugclu etkinlik sulfadiazinle elde edilir. Benzen halkalsenhangi bir
grubun bglanmasi genellikle etki kaybiyla sonuclanir (Solomons ve Fryhle, 2004).

C:}n|\/w

Sekil 2.17. Sulfadiazin molekuliniin yapisi

n—""

o—

Sulfonamitler grup olarak suda hemen hemen hi¢ ¢ozinmeyersikia |
kararan, beyaz renkte, kokusuz, kristalize toz halinde bulunuggsa duyarl
olmalari dginda genellikle dayanikhidirlar. Toz ve c¢o6zelti halinde Isitdara
mikropsuzlatirilabilirler. Amfoterik 6zellik tgiyan sulfonamitler asidik ve bazik
maddelerle tuzlari verirler. Sodyumlu tuzlari ana didere gore suda daha iyi
cozunurler. Orngin sulfotiyazoliin sudaki ¢ozintgi 3 mg/mL iken stilfotiyazolin

sodyum tuzunun 400 mg/mL’dir.

Daana

Sekil 2.18. Sulfatiyazol molekilinin yapisi

O—wn——="0

Sulfonamitler bakteri ve parazitlerin folinik asit (tetrahidrofplaiyosentezini
bozarlar. Bu mikroorganizmalarin hiicre membranlari insanlarinkiratih tlarak
folonik asit dncusu olan folik aside kargecirgen dgildir. Bakteri hicresi, 6nce
hiicre dgindan aldg p-aminobenzoik asit (PABA) ile pteridini dihidropteroat
aracilginda birlgtirerek dihidropteroik asit daha sonra da dihidrofolat sentetaz
aracilgl ile folik asit sentezi yapmak zorundadir. Sulfonamitler dihidropteroa
enzimini inhibe ederek folik asidin dolaysiyla folonik asidin sentsksiyonunu

inhibe ederler.
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Bakteri hucresinde folik asit sentezi tamamlandiktan sonra dihidtofola
reduktaz (trimetroprim ve protiminle inhibe edilir) enzimi ah&elile purinlerin ve
timidinin sentezinde gerekli kofaktor olan folonik aside d@néktedir (D6kmeci,
1996).

Gelismeleri icin folik aside gerek duymayan veya oncesglekillenmis folik

asidi kullanan bakteriler stulfonamitlereg olarak direnclidir.

Sulfonamitler oral yada parenteral (deri altl)) yoldan uygulani$istematik
etki olwturmak icin oral yoldan uygulanan sulfonamitlerin absorpsiyonlani ya
biyoyararlanimlari oldukca iyidir. Bu nedenle tedavide oral yaitteedilmelidir.
Absorpsiyon genellikle ince Basakta olmaktadir. Sdlfonamitlerin  plazma
proteinlerine balanmalari %50-93 arasindagigklik gostermektedir.

Sulfonamitlerin olgturdusu ¢esitli yan etkilerin siklgi ve siddeti buyuk olgctde
verilen dozla ilgilidir. Bazi sulfonamitler bulanti, kusma gibi yethkiler olustururlar,
bazilari da az c6zinen (asetill) metabolitkeklinde elimine olduklarindan bir
kristaltriye b&h bobrek bozukluklarina neden olmaktadirlar. Bu gibi sulfonamitler
bol su ile alinmalari ve idrarin alki#rimesi, Uriner yollarda meydana gelebilecek
rahatsizliklari azaltabilmektedir.

Sufonamitlerin vicudu 6zellikle idrarla terk etmelirve idrar ph's digmesi
tubtllerde ¢cokmelerini kolaygairir. Ozmotik basing sebebiyle, su tubdillerden basit
geckle geri emildginden, tubdl bglugundaki ila¢ yg@unlugu giderek yukselir.
Vicuttan hizla atilan stlfonamitler (sulfatiyazol, silfametok9azbbbrek
tubullerinde kisa sure icinde yuksek gymluklarda bulunacaklarindan, yava
atilanlara gor daha fazla ¢okme tehlikesguirlar.

Bobreklerde sulfonamit kristallerinigekillenmesi silfizoksazol ve pirimidin
turevleri gibi gerek kendileri gerekse asetilli tirevleri gguda kolay ¢6zinen
sulfonamitlerin kullaniimasi, Gcla stlfonamit kamlarinin kullaniimasi, idrardaki
ila¢c yogunlugunun azaltilmasi, silfonamit tedavisi sirasinda su, sulu besinler ve
icecekler ile idrar alkalilgirici maddelerin (sodyum bikarbonat, maden sularr)
kullaniimasiyla azaltilabilir.
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Bobrek yetmezfii olan hastalarda sdlfonamitlerin = kullanilmasindan
kaciniimasi tavsiye edilir. Ama kullanilmalari zorunlu ise, gertedbirler alinarak

ve ila¢ secimi yapilarak uygulanabilir (Dokmeci, 1996).

2.10. Glokom

2.10.1. Glokom hasta@l (g0z tansiyonu) nedir?

Halk arasinda gtz tansiyonu adiyla bilinen glokom, milyonlarca insani
etkileyen yaygin bir gbz hastgldir. Tedavi edilmezse gérme kaybina neden olabilir.
Glokomda, g6z icindeki sivi basinci, gorme yegengn gerekli olan gbz sinirine

zarar verecek duzeyde yuksektir.

© d)

Sekil 2.19. Glokom hastalina yakalanngifarkli g6z érnekleri
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Glokom, orta veya daha ileri yaruplarinda gorilen bir gbz rahatsgafiir.
Dunyada glokom, onlenebilir korlik nedenleriningipala gelir. Sinsi bir hastalik
olan Glokom (g6z tansiyonu), belirtilerinin zor tespit edilmesi nede genellikle
gec tahisi ile Gnludir. Hastagin erken donemlerinde yanilan rahatsizliklar ki
tarafindan ankalamayabilir bu da gec ghisin diger dnemli bir etkenidir. Yapilan
arsgtirmalar Glokom'un geg ¢hisini kanitlar nitelikte sonuglara sahiptir.

2.10.2. Belirtileri

Baslangicta genellikle belirti gorilmez, gérmede bozukluk @@ goktur.
Hastalik tghis edilmezse ilerler ve gorme sinirindeki hasardib@arak gérme alani

gittikge daralir. Bir borudan bakiyormwibi etraftaki cisimler gérilmez olur. Daha

Sekil 2.20. Normal bir gozde akéz hiimor sivisaki

27



2. ONCEKI CALI SMALAR Mustafa GUMUS

2.10.3. Glokomun siniflandiriimasi

Glokom turleri; Yapisal ve vicuttaki fizyolojik etkileri gbz 6ninde tatak
Primer, Konjenital ve Sekonder olmak Uzere u¢ angilbaltinda toplannstir.

Primer Glokom; acik acili ve kapali acil olarak iki kisimda incelgtimmi

2.10.3.1. Primer glokom

Humor akodzin yapimi, gozdeki sirkilasyonu ve go6zu terk etmesindeki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan goz ici basiiB) @tisidir. Humor akoz,
aktif metabolik bir olay sonucu korpus siliare epitelinde yapilir. 8umasyonda
siliyer kapillerlerdeki kan basinci diizeyinin, plazma onkotik basincolinvardir.
Burada yapilan humor akdz arka kamaraya gelir, pupilla ggkan 6n kamaraya
gecer. Humor akodzin % 80'i acida trabekilim yolu ile Schlemm kaaaburadan
da akdz venler ile vendz delena katilir % 20 oraninda ise gh akim uveo-skleral
yol ile olur, koroidea, sklera ve korpus siliaredeki vendz gimidle suprakoroideal
aralga gecer. @B'in sinirlart 10-21 mmHg arasidir. iB gin boyu siklik
degisiklikler gosterir. Basing farki 3-6 mmHg arasinda gun ici fakkhr
gosterebilir. Glokomatdz optik sinir hasarinin patogenezinde mekaorik iskemik
teori ve noronal korunmanin rolu olglu kabul edilmektedir. Basing gigikliklrinin
aplanasyon (duziarme) tonometrisi, indentasyon tonometrisi, pnématik tonometri
gibi yontemlerle gdosterilmesi, fundus muayenesinde optik sinirdek tipi
canaklamanin izlenmesi ve gorme alani muayenelerinde tipik skotomlarin
saptanmasiyla tani konur. Ayrica gonyoskopi ile iridokorneal aci boiges

degerlendiriimesi de buyuk 6nemsta (Gurelik, 1995).

Primer acik acil glokom (PAAG): PAAG (Primer Acik Acili Glokom)'da ya
humor akozun yapiminda fazlalik ya da dkiminda bir direng s6z konusudursDi
akima olan bu diren¢ de ya trabekulumda, “Schlemm Kanali"nagtgedici veya
venOz sisteme gege bir direng vardir. On kamara agisi daima ganiSinsi
seyrettginden gormede bozulma, goérme alaninda defektler oluncaya kadar
asemptomatik kalabilir. Bu ytzden rutin muayenelerde, 6zellikle 40igtindeki
hastalarda mutlakai®'i 6lgulmelidir. Klinik tani icin GIB, optik sinir bal ve gérme
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alani titizlikle degerlendirilmelidir. PAAG progresif bir hastalik olgundan, erken
tani 6nem tar (Gurelik, 1995).

Sekil 2.21. Primer acik acili glokom

Goz ici basinci (dB): iki goz arasindaki belirgin farklar ve 21mmHg'dan
yuksek duzeyler glokomu diindtrmelidir. Diurnal basing @siklikleri oldugunda
mutlaka hem sabah, hem dglailen sonra @ 6lgiimleri yapilmalidir. Aplanasyon
tonometrisi en hassas yontemdir. Pnomatik ya da ¢okertme tonomedes|GiB
Olcimunde kullanilabilir (Gurelik, 1995).

Optik disk bulgulari: PAAG’da optik diskin fizyolojik cukurlgunda artma
(canaklama) goralur. Cukurluk ile cap arasindaki oran (cup/disc, C/D) normalde 0.3
veya daha diiikttr, fakat bazen daha fazla olabilir. C/D oranindakis ajtokom
tanisi icin tek bgina bir dger tgimaz. Glokom ilerledikge diskin kan damarlari
azalir ve rengi solar. Bu bulgu daha ¢ok 6negir.t®isk cukurlgunun tabani nazale
dogru itili oldugundan santral retinal arter ve ven nazale itlgdrulir (Gurelik,
1995).

Gorme alani defektleri: En erken gérme alani defekti fiksasyon alaninda, 10-
20 dereceler arasinda uzanan bir skotom, daha da sik olarak fizydojiioktada
uzamadir. Bu iki skotom zamanla ilerleyergkseklinde “Seidel Skotom”u yapar.
Sonra bu skotom ilerler, “Bjerrium” alaninda yggklinde bir skotom ortaya cikar.
Bu bulgularin yaninda periferik gorme alani bdlgesinde bir nazaesgpn goruldr,

buna “Roénné’nin nazal stepi” denir. Olay ilerledikcgediretina sinir lifleri de
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etkilenir ve yer yer periferik defektler belirir. Bundan sonrétkagérme alani
konsantrik olarak daralmaya d¢b@r. Terminal donemde santralde va temporalde
gorme fonksiyonlarina sahip iki kiiciik adacik kalir. Once temporal kadlagbolur,
sonra santral adacik da kaybolunca hasta absoli glokom ile gérrteasisninen
kaybeder. Goérme alani muayenesinde en c¢ok bilgisayarlik sgerimetreler
kullaniimaktadir (Gurelik, 1995).

PAAG tedavisinde amag gorme fonksiyonlarini korumak, hasarlari ckiieme
Medikal tedaviye direngli olgularda Argon Laser Trabekuloplastidie
Trabekulektomi gibi fistllizan cerrahileregvarulabilir (Gurelik, 1995).

flag tedavisisinde topikal beta blokerler: Humor akéz yapimini azaltarak
GIB’ da disme sglarlar. Korpus siliyarede beta reseptorlerini bloke ederek kapille
perflizyonu ve ultrafiltrasyonu azaltirlar veya silier prosesasthirekt etki ederek
yapimi azaltirlar. Humor akozinsdakimina bir etkileri yoktur. Ginimuzde PAAG
tedavisinde ilk tercih edilen gruptuEtkisi 2 saat sonra maksimuma gta 12—24
saat sUrer. Gunde 2 kez damlatilir. Gunluk basing fark piklerizplogtik diski
korur. Yan etkileri nisbeten azdir. Bradikardi ve kardiyopulmoner least@ldikkatli
olunmaldir. A-V Blok gecirenlerde kullanilmamalhdir. Timolol maléat0.25 - %
0.5, Levobunolol % 0.5, Carteolol % 1-2, Betoxolol % 0.5, Metipranolol % 0.1 - %
0.3 bu gruptandir. ‘Carteolol’, intrensek sempatomimetik aktiviteye sabip
selektif bir beta blokerdir. ‘Betaxolol’ kardiyoselektif bir betakerdir ve dger beta
blokerlere oranla daha az kardiyovaskiler yan etkilere sahiptir. Betaxokekiatieli
diger beta blokerlere oranla serumda daha az serbestridwlaAstimli ve solunum
sistemi problemi olan glokomlularda daha iyi tolere edilirler (Gurelik, 1995).

Karbonik anhidraz inhibitorleri: Bu grupta sistemik ya da topikal olarak
kullanilan Asetazolamit bulunmaktadir. Sulfonamit grubu ilaglardandiry®od
tutulumunu artirip potasyum atarak, korpus siliarede asit ortagtuniy, bu da
humor akéz yapimini azaltir. Parmak uclarindasullwk, halsizlik, gtahsizlik,
empotans, bulanti, kusma gibi sistemik yan etkileri vardir. Yanindi breparati
ve potasyumdan zengin gidalar vermek bu etkileri azaltir. Oratufarzun sure

kullaniimamalidir. Gunlik doz 1 grami gecmemelidir. Asidoz yaptcin
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diabetiklerde, serum amonyak dizeyini artfird¢in karacger hastalarinda, tremi
ve bobrek tgna yol actgi icin bobrek hastalarinda kullaniimaz. Kanda karbondioksit
birikimini arttirdigindan ¢ok risklidir, kullaniimaz. Bugin topikal formlar1 tedavide
kullanilmaktadir.iyi tolore edildgi, GIB distirmede etkili oldgu gortlmistir. %
0.5-1-2 dozlarda 8 saat etkilidir (Gurelik, 1995).

Prostaglandinler: Latanoprost % 0.005 ginde 1 defa damlaiitia humor
akbz yapimina etki etmedensdakima etki etfii, 6zellikle uveoskleral @i akimi
arttirarak  GB’i  dusUrmektedir. Uzun slre kullaniginda iris  rengini
koyulastirmaktadir (Gurelik, 1995).

Sempatomimetikler: Alfa ve beta reseptorlere etkili sempatomimetik
agonistler olup, bu grupta Epinefrin ve Dipivefrin HCI % 0.1 damlalandir.
Dipivefrin, Epinefrinden 17 kat daha fazla kornea penetrasyonuna sahiptiror
ak6z yapimini azalfgina inaniimaktayken son yillarda uzun sure kullapgiidia ds
akimi da duzeltgi ortaya konmstur. Bu gurup ilaglar lokal allerji, irritasyon,
pigmentasyon, madarozis gibi yan etkilere sahiptir. Dipivefrin H@tioksidan
koruyucu madde olarak sodyum metabisulfit icerir ve bu maddelagimselerde
atak yapmaktadir. Sistemik olarak, yuzde solukluk, carpinti, senkop, ve kan

basincinda yiukselme yapar. Kalp hastalarinda kullaniimamalidir (Giredk).

Miyotikler: Tedavide fazla tercih edilmezler. Pilokarpin, asetil kolin giki e
eden bir kolinerjiktir. Silier kasa ve iris sifinkterinde direkingilasyon yapar. (B8
maksimal digmesi 2—4 saat arasigar. Total etki 4-8 saattir. En sik kullanilan doz
% 2'liktir. On kamara acisini geshétir. Histamin benzeri madde &ai cikartarak
humor akéz gecirgergini arttirir. Schlem kanali endotelinde vakuolleri arttirarak
humor akozin Schlem kanalina gegcmesini kokiyla. ileride katarakt ameliyati
yapilacg zaman ameliyati gugerir. Bulanti, kusma, karin gusi, bradikardi,
bronkospazm gibi yan etkileri vardir. Beta blokerlerle birlikte kulthginda
kardiyopulmoner sisteme etkinin artgcagbz 6nine alinmalidir. Carbachol, bu

grupta biraz daha uzun etkili olan birska ilactir (Gurelik, 1995).

Aproklonidin: Selektif lokal alfa 2 adrenerjik agonisttir. Humor akdéz yapimini

ve akimini azaltmaktadir.
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Kalsiyum kanal blokerleri: Bu ilaglar vaskiler rezistansi azaltir, vasospazmi
Onlemeye yardimcidir. Bu gruptan en popduler ilacglar Diltiazemgediiine ve
Verapamildir. PAAG’da vaskuler faktorlerin roli ortaya ciktikgagavide bu ybéne
ilgi baslamistir. GIB distrmesinin yaninda, sistemik vaskiler tonusu ve rezistansi
azaltarak, dokularin oksijen gereksiniminisditiir ve optik siniri korur. By akimi
arttirdgina inaniimaktadir. Cok yaygin kullanimi yoktur (Girelik, 1995).

Laserle tedavi: PAAG da en vyaygin laser uygulamasi Argon Laser
Trabekuloplastidir. Trabekilumun ©6n bdlimine argon laser ile koagulasyon
yapilimaktadir. Koagulasyon odaklari trabekulumda kollajen yapisini r,boza
aralarinda geeeme olunca intertrabekuiler aralik acilarak humor ak@a dkimi
artar. Ameliyati kabul etmeyen, uygun ila¢ tedavisine cevap ahayam yall ve
gérme alani cok dar olan PAAG'II hastalarda yapiimaktadir. Bigigkida GB

distirme etkisi birkac yil sonra kaybolmaktadir.

Sekil 2.22. Lazerle tedavi yontemi

Primer kapali acili glokom (PKAG): On kamara agisinin kapall olmasina
bagli ortaya c¢ikan bir glokom turaddr. Acl kapah ofguicin humdr akédzin,
mekanik bir blokaj sonucu gh akimi zorlamaktadir. PKAG, kornea kurvatirinin
az olmasi veya lensin 6nega itili oldugu, 6n-arka ekseni kiiguik gozlerde daha sik
gorulur. Hastalarin gou hipermetroptur (Girelik, 1995).
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) intermittan a¢i kapanmasi glokomu

II) Kronik a¢i kapanmasi glokomu

1) Akut acI kapanmasi glokomu (akut glokom krizi): On kamara agisinin
tamamen kapanmasiyla akut olarak ortaya cikar (Gurelik, 1995).

Sekil 2.23. Primer kapal acili glokom

Midriazise bagli a¢i kapanmasi: Predispoze uzun stre karanlk ortamlarda
bulunmak, ari heyacan, midriatik géz damlalari nedendir. Fundus muayenesi
yapilac& zaman midriatik damlatiimadan 6nce hastanin dar acili olup gimdedn
emin olunmalidir. Aksi halde midriazis sonucu iris koki, zaten dar olan rdarka

acisinin kapanmasina yol acar (Gurelik, 1995).

Pupiller blok: Lensin sismesi ve 6ne dgru gelmesi ile humér akdéz arka
kamaradan 6n kamaraya gecerken bir direnc ilgllkgir ve arka kamarada basing
6n kamaraya oranla yikseliiris kokil aclyr daha da daraltacgékilde one dgru
kabarir ve 6n kamara daralir. Okumak, glidikmek gibi uzun stren yakin mesafe
calismalar, midriyazise ve lensin 6ne @o gelmesine ve pupiller ba yol acar.
Ayrica sicak banyolar nedersid eder (Gurelik, 1995).

50-60 ya kadinlarda daha siktir.iB 60—80 mmHg gibi cok yiksek gerlere
ctkmistir. Parmakla tonometri yapiginda bu yiksek basing nedeniyle gog dibi
serttir. Konjonktivada derin hiperemi vardir. Kornea bulanik ve 6¢demf{imizlu

cam gorunumii). On kamara derfilazalms olup pupilla middilate gérinumdedir
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ve ik refleksine yanit yoktur ya da c¢ok hafiftir. Hastalarda gooideli derecede
azalmstir. GOokkwag! tarzinda gik halolar1 goérulebilir.Siddetli gri vardir. Ayrica
mide bulantisi, kusma gibi sistemik bulgular tabloydikeedebilir. Akut aci

kapanmasi glokomu acil tedavi gerektirir. Tedavi edilrgiedikdide g6z gik hissini

kaybedebilir (Gurelik, 1995).

Hiperosmotik ilaclar: GIB’ini dusirmede en etkili olan, hiperosmotik
ilaglardir. Birinci basamakta kullaniimasi gereken ilaglandanin osmotik basincini
artirarak humor akodzin gh akimini artirirlar. Ayrica vitreus volumuni azaltarak,
lensi geriye cekerler. Boylece, pupiller blok ortadan kalkag diyaframi geri
cekilir, 6n kamara acisi acilir. Okuler kan akiminin tekrafab@asi ve iskemik
durumun ortadan kalkmasiyla dokular fizyolojiksktlarda calsabilecek hale gelir.
Bu amacla mannitol veya gliserin kullanilir. % 20’lik Mannitol 1kggblmak tzere
intraven®z olarak verilir. 45 dakikada gidecgkilde verilmelidir. 200 ml verilmesi
yeterli olmaktadir. Etki yarim saat icinde skza, 4-5 saat surer. Yla erkek
hastalarda prostat hipertrofisi bulunabilgicdikkate alinarak, 50—60 ml. verildikten
sonra ditrez olmuyorsa verilmemelidir. Gliserin 0.5-1 g/kg olmakelizare meyva
suyu da katilarak bir defada verilir. Kusma, bulanti yaparsdasta diabetikse
verilmez (Gurelik, 1995).

Pilokarpine goz damlasi: Hiperosmolar ajanlar kullanilip i8 okiler kan
akimi tekrar bglayip, iskeminin azalmasiyla birlikte etkili olabilir. Miyozisaparak

on kamara acisinin diizelmesinglsa (Gurelik, 1995).

Asetazolamit tablet : Humoér akdéz yapimini azalttirarak etki eder. 4x1
kullanilabilir (Gurelik, 1995).

Akut acl kapanmasi glokomunda medikal tedavi ile kriz atlatildils@mra
proflaksi amaciyla hastaya ya cerrahiyle periferik iridekt ya da lazer ile periferik

bir iridotomi yapilmalidir (Gurelik, 1995).
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2.10.3.2. Konjenital glokom

En sik neden 6n kamara agisindaki mezodermal doku kalintisidir (Barkan
membrani)ilk 6 ay icinde semptom ve bulgu verir. En erken belirtisi lakrimnasg
fotofobidir. Daha sonra yaygavg goz buylimeye léar. Bebekte 10—-10.5 mm olan
kornea capl 12—-14 mm’ye kadar gita Buna “buftalmus” denir. Olayin intrauterin
hayatta sonlandi durumlarda buftalmus gomda belirgindir. Bebekte g6z duvarlari
elastikiyetini devam ettirdi icin icerdeki basincin etkisiyle goz buyumektedir ancak
lens bu buyiimeye katilamaz. Bu durumda iris diaframi sallaidogionesis) . On
kamara derinfii normalden gentir. GIB yiiksek oldgundan humor akéz kornea
endotelinden, bozulan bariyerlerden sizar ve kornea ddemine yalagabiljenital
glokomun tedavisi cerrahidir. Ozel bicaklarla 6n kamaraya gikil@gy! orten
mezodermal doku parcalanir. Bu ameliyata “gonyotomi” denir. Ggreda

“trabekllektomi” ameliyati yapilir (Girelik, 1995).
2.10.3.3. Sekonder glokomlar

GoOzde bir bgka patoloji sonucu ortaya ¢ikanils artsidir. Tedavisi nedene
yoneliktir (Gurelik, 1995).

inflamasyonlara bagli sekonder glokom: Ozellikle 6n (veitlerde goriilen bir
komplikasyondur. Akut donemde hicre, protein ve debrisin agi bolgesini tikamasi,
trabekdilit gibi nedenlerle gozici basinci artarken ge¢ donenmdaléeiris arasindaki
yapsikliklar pupiller blokaja yol acar. Ayngekilde 6n kamara acisinda iris koku
trabekuluma yagir, bu periferik 6n yagikliklarda humér akézin giakimini
engeller. Ayrica humor akozin yapisina gam iltihap hicreleri, gecirgegii
bozarak dy akimi engeller (Gurelik, 1995).

Neovaskuler glokom: Genellikle ileri proliferatif diabetik retinopati veya
santral retinal ven tikanikliklarinda neovaskuilarizasyonun irise veudatda acisina
yayllmasiyla dya akim guclgr ve medikal tedaviye direncli, ciddi bir glokom
tablosu ortaya cikar. Fundusun gorulelgidie retinanin yagik oldugu durumlarda

panretinal lazer uygulamasi ya da krioterapi ile iskemik atawiok edilerek

35



2. ONCEKI CALI SMALAR Mustafa GUMUS

neovaskularizasyon yok edilebilir. Bu yapilamazsa cerrahi olaralagdmaplantlar
ile dis akimin sglanmasi yoluna gidilebilir (Gurelik, 1995).

Travmalara bagli sekonder glokom: Ozellikle kiint travma sonucu 6n
kamaraya ypun kanama (hifema) olur ve bunun humor akoz drenajini

engellemesiyle @ yiikselir (Gurelik, 1995).

Tumorlere bagh sekonder glokom: GOz ici tumorleri yine ag¢i bolgesine
basiyla humor akézin dglanini ve ds§ akimini engelleyerek IB yiikselmesine
neden olur (Gurelik, 1995).

Steroid glokomu: Ozellikle lokal olarak kullanilan steroidli damlalarin, 1-1.5
ay gibi uzun sidre kullaniimasiyla trabekilumda ara madde kompozisyonunu
degistirerek akoziin ga akimina kaw direng olgturur. ilag kesilse bile @B
dismeyebilir, trabekllektomi gibi fistulizan bir cerrahi gerekebilir (Gurelik, 1995)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan arag ve gerecler

« Cam malzeme olarak; tek, iki ve uU¢ boyunluitteebatlarda balon, geri
sogutucu, huni, adaptor, erlen, beher, biret, deney tiupl, kilcal boru ve
mezdurler.

* Manyetik karstirici, manyetik balik.

* Spor, kiskag.

* Yag banyosu, su banyosu.

* Termometre.

* Buzdolabi.

» Baget, piset, puvar, pipet.

« Ince tabaka kromatografisi (TLC) icin TLC alliminyum plakaBRcC-
Alufolien 60 F 254 TLC (Merck).

» UV spektroskopisi icin Quartz kivetler.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

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

* Hassas Terazi:Sertorious CP 224 S.

» Rotary Evaporator: Heidolph Laborta 4003—contral.

» Erime Noktasi Tayin Cihazi: Stuart Scientific Melting Point Apparatus.
» Etldv: Nuve FN 500, Safety Thermostat.

* pH Metre: Crison pH Meter Basic 20.

* FT IR Spektrometre: Perkin EImer Spektrum.

* UV-Vis Spektrometre: Shimadzu UV Mini 1240 UV-Vis Spektrometre.

« 'H NMR: BRUKER DPX-400, 400 MHz Dijital FT-NMR Spektrometre.
* Manyetik Kaistirici: Heidolph MR 3001.
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3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Asetazolamit ve Sulfanilamit: Yeni karbonik anhidraz inhibitorleri sentezinde
ilk basamakta bdangic maddesi olarak kullanildi (Merck, Aldrich).
3-kloropivaloilklorur:  4-(3-kloro-2,2-dimetil propanoil amino) - benzen
sulfonamit, 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen silfonamit ve
4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen stlfonamit sentezlerinde
kullanildi(Merck).
3-kloroakriloilklorir: 4- (akriloilamino) benzen sdlfonamit ve 2-
(akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-stlfonamit sentezlerinde kullanildi(Mgrc
3-klorometakriloilklériar:  4- (metakriloilamino) benzen stlfonamit ve 2-
(metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-stlfonamit  sentezlerinde  kullanildi
(Merck).

Morfolin:  Karbonik anhidraz inhibitérlerinin sentezinde son basamakta
kullanildi (Merck).

Pirrolidin:  Karbonik anhidraz inhibitdrlerinin sentezinde son basamakta
kullanildi (Merck).

HCI. Asetazolamitin asidik ortamda hidroliz basgnmala ve tampon ¢ozelti
hazirlanmasinda pH ayarinda kullanildi (Fluka).

Etil alkol: Hidroliz basamg@gnda ve urinu kristallendirmesamalarinda
kullanildi (Merck).

Tetrahidrofuran (THF): Sentez basamaklarinda ¢o6zicu olarak kullanildi
(Merck).

Etilasetat: TLC analizlerinde ve Urlnlerin saftallmasinda kullanildi
(Merck).

Dietileter: Bolme katsayisi olcimlerinde £F) ve sentezlenen maddelerin
kristallendirilmesinde kullanildi (Birpa).

Trietilamin (TEA): Baz olarak kullanildi (Aldrich).

Metil alkol: TLC analizlerinde ¢Oziicl olarak kullanildi (Ak Kimya).
Diklormetan (DCM): TLC anlizlerinde ¢6zlcu olarak kullanildi (Merck).
Hekzan: TLC anlizlerinde ¢dzucu olarak kullanildi (Ak Kimya).

Aseton: Cam malzemelerin temiginde kullanildi.
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e Kalsiyumklorir (CaCl ,): Nem tutucu olarak kullanildi.

* p-nitrofenilasetat: Biyolojik calismada substrat ¢ozeltisi hazirlamak igin
kullanildi (Aldrich).

o Tris(hidroksimetillaminometan: TRIS tamponunun hazirlanmasinda
kullanildi (Aldrich).

3.2. YOntem
3.2.1. Sentez

3.2.1.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino) - benzen sulfonamit (1)'in
sentezi

Cl \><”/C| + H2N4©7802N H2
@)

THF
0-25 0 | 4-etil morfolin

Y

)
Cl N
o)

Sekil 3.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-tean siilfonamitl)in sentezi

4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen  sdlfonamit (1) dofiei
sentezlemek amaciyla 250 ml lik ¢ift boyunlu balona alinan sidfaitil(8 g, 0.0465
mol) 100 ml THF'de ¢6zuldi. Balona 4-etil morfolin Bil@ (4.82 g, 0.056 mol),
ilave edildi ve 3-kloro pivaloilkloriir (6.5 g, 0.056 mol) 20 ml THF de cozaKer
reaksiyon balonuna damla damla ilave edildi. Reaksiyon manyetiktikarda
devamh kamgtirmak suretiyle ilk 24 saat oda sicgkhda devam etti. Reaksiyon
gidisatt TLC analizleri (etilasetat) ile kontrol edildi. TLC #&maile reaksiyonun

bittigi gozlendi. Stzllerek tuz ayrildi. C6zlcu evaporator ile ugakldi ama
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yogun sarimsi bir sivi kaldi. Uzerine DCM ¢oziiclsu ilave edilincedbiyacokelek
olustu. Safsizlik stuzllerek uzaktaildi. Eser miktarda safsizlik ihtiva etiigin Et-
OH'ta ¢ozundl ve kristallendirildi. Urtin saf olarak % 80 verimle edidi. Erime
noktasi: 178-183.

3.2.1.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen silfonamit (2)'mi

sentezi
/ \ H
O NH o+ O N SONH,
\_/ O
Morfolin
50°C
THF

Sekil 3. 2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilamipbenzen silfonamit (2)'nin sentezi

250 ml'lik silifli bir balona 0.5 g 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-
benzen silfonamit (1) eklendi ve Uuzerine 60 ml THF eklenerek manyeti
karstiriciyla karstirilarak ¢ozildiu, daha sonra 40 ml THF'de c¢ozulen 0.1 ml
morfolin oda sicakfiinda damla damla eklendi. Bir gin sonra TLC'ye ( DCM :
etilaseta / 5 : 1) bakildi ¢cok az urtin gligu gozlenince sicaklik 5TC’ye ¢ikarildi. 2
hafta sonra TLC’'de ayni ¢Ozicuyle yapilan yUritmede ¢ok az fdargac maddesi
gozlendi. Reaksiyonun cok yavierledigi gozlendi. 0.05 ml daha morfolin eklendi.
Belirli araliklarla reaksiyonun gigiati TLC ile gozlemlendi. 6 hafta sonra
reaksiyonun tamamen bt gozlendi. Cozicu buhasgfrildi. Kalan madde etil
alkolde kristallendiriimeye birakildi. Verim % 60, erime noktasi 230-Z35ve
kapal formull GsH23N3O4Stir.
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3.2.1.3. 4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino) - benzen silfonamit
(3)’un sentezi

H
@)

4-etil morfolin
70°C THE

H
N\>§/ SO,NH,
o)

Sekil 3.3. 4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamali-benzen sulfonamit (3)’Un sentezi

4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzesiilfonamit (3) bilgigini
sentezlemeyi amaclagmiz bu reaksiyonda 250 ml lik ¢ift boyunlu baloia g;
0.0035 mol) 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanocilaminogtizen sulfonamit (1) 35 ml
THF de ¢Ozilerek Gzerine 4-Etil morfolin (0.4 g0@®4 mol) eklenerek kantiricida
karstirildi. Tamamen c¢oziunmiolan maddenin Uzerine ayri bir balonda 15 ml
THF'de c¢6zinmg pirrolidin (0.3 g; 0,004 mol) reaksiyon balonunanda damla
ilave edildi. Reaksiyon manyetik kstiricida devamli kagmak suretiyle ilk 24 saat
oda sicaklfinda ikinci 24 saat 5C de devam ettirildi. Reaksiyon gjdti strekli
TLC analizleriyle (DCM : metanol / 5:1) ile kontr@dildi reaksiyon tamamiyla
olusmadgindan tekrar pirrolidin (0.06 g, 0.0008 mol) THF dézllerek reaksiyon
balonuna damla damla ilave edildi. Reaksiyonun Bin@lizinde (DCM:metanol/5:1)
reaksiyonun yauailerledigi gozlendi ve sicaklik 78C ye cikarildi. Bginci haftanin
sonunda reaksiyonun tamamlaghndigozlendi. Tuz sizilerek ayrildi. Cozicu
evaporator ile uzakgarildi. Sentezlenen madde etilalkolde kristalledii % 63
verimle Urtin elde edildi. Erime noktasi: 232—-236
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3.2.1.4. 4-(metakriloilamino)-benzen silfonamit (4)'Un sentezi
H,N SO,NH,

THF
TEA

H
N
SO,NH,
0

Sekil 3.4. 4- (metakriloilamino)-benzen silfonand)’(in sentezi

250C

5 g siilfonamit bikgginden alindi. Yeterince (50 ml) THF'de ¢oziindu. tize
TEA'dan 4.88 ml eklendi. Daha sonra 15 ml THF deinanmg Metakroil klortr
(4.55 g) cozeltisinden ilave edildi. Odaskdarinda balatilan reaksiyon hizl bir
sekilde tamamlandi. Reaksiyonun gati TLC analizleriyle gézlendi. Tamamlanan
reaksiyonun tuzu awtirildi. Coézicusiu buhararilarak kristallendirildi. Madde %
79 verimle elde edildi. Erime noktasi: 228-282
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3.2.1.5. 4- (akriloilamino)-benzen silfonamit (5)’in sentezi

= H,N SO,NH,

THF
TEA

H
N
/\H/ SO,NH;
@]

Sekil 3.5. 4- (akriloilamino)-benzen silfonamit ([®)sentezi

2 g sulfanilamit bilgigi tartildi. Cift boyunlu balonda 50 ml THF de ¢oeikk
1.4 ml TEA maddesi ilave edildi. 15 ml THF de cdzdialine getirilmg Akriloil
Klorar (1.945 ml) ¢ozeltisinden damla damla ilaviddi. Oda sicakiiinda balatilan

250C

reaksiyon belli arakliklarla TLC analizleriyle gémhlendi. 48 saat sonra reaksiyonun

tamamen bitgii gozlemlendi. Elde edilen maddenin tuzu stynlarak ¢o6zicusi
buharlagtirildi. Madde etil alkol (5 ml), DCM (15 ml) karminda kristallendirildi.
Kristallendinme sonucu % 65 verimle madde eldedediirime noktasi: 226-22€.
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3.2.1.6. 2-(metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-sulfonamit (6)'nin sentezi

cl S
+ HzN‘( ?—SOZNH2
N——N
o)

550 THF

TEA
s
H
N‘( %SOZNHZ
N——N
o)

Sekil 3.6. 2-(metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-SHfonamit (6)'nin sentezi

0.5 g asetazolamit bsiginden alindi. Yeterince (50 ml) THF'de ¢dzundd.
Uzerine TEA den 0.46 ml eklendi. Daha sonra 15 HiFBe hazirlanny metakriloil
klorur (4.55 g) cozeltisinden ilave edildi. Odaslktbarinda balatilan reaksiyon 24
saat sonra tamamlandi. Reaksiyonun sgidi TLC analizleriyle gd6zlendi.
Tamamlanan reaksiyonun tuzu aynldi.  Co6zicusti  buhangarilarak
kristallendirildi. Madde % 70 verimle elde edil@irime noktasi: 252-25%.
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3.2.1.7. 2-(akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-silfonamit (7)’'nin sentezi

S

Cl
/ + HZN‘( ?—SOZNH2
N———N
O
THF
250C
TEA

N——N

Sekil 3.7. 2- (akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-gahamit (7)'nin sentezi

1 g asetazolamit bifigginden alindi. Yeterince (50 ml) THF'de c¢6zinda.
Uzerine TEA ¢0zeltisinden eklendi. Daha sonra 15TiF de hazirlanny akriloil
klorir (0.5 g) cozeltisinden ilave edildi. Reakswydalatildi. Oda keullarinda
baslatilan reaksiyon hizli bigekilde tamamlandi. Tamamlanan reaksiyonun tuzu
ayristirildi. C6zicusu buhararilarak kristallendirildi. Madde % 83 verimle eld
edildi. Erime noktasi: 220-23C.

3.2.2. Biyolojik calsma

Biyolojik calismalar sentezlenen maddelerin aktivitesingatéendirmek icin
yapilan incelemelerdir. Genelde inhibitorlerin lyiyde kiyaslanmasinda iki sabit
vardir bunlar; inhibitdr enzim awma sabiti olan Kve inhibitér enzim bganma
sabiti olan IGy'dir. Glokom tedavisinde g6z i¢i basincininsdiiilmesinde kullanilan
sulfonamitlerden asetazolamitin, stlfanilamitin yeni sentezlenen biilerin in
vitro inhibitdr etkileri incelenmitir. Elde edilen yeni bilgklerin sudaki
cozlnurlukleri, bolme katsayisi ve inhibitor aktigi aratiriimistir. inhibitor
aktivitesi 1G, bolme katsayisi &/Ps, sudaki ¢ozundrkgii ise g/100 ml olarak

verilmistir.
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3.2.2.1. Bdlme katsayisi 6lcimu

Bdlme katsayisi o6lciminde asetazolamit sulfantlanae sentezlenen
maddelerin eter-su ¢Ozicu sistemi kullanilarak dAng1964) tekrdi ile
Olculmistar. Bolme sayisisagidakisekilde ifade edilebilir.

P = G/Cu(1-0) 3.1

Burada P: bdlme katsayisi,:(hilesigin eter fazindaki konsantrasyonu,:C
bilesigin su fazindaki konsantrasyoiu bilesigin sudaki dissosasyon derecesi. G6z
ici dokulara iyi dgllim olmasi i¢cin bdlme katsayisi gkxi en az 0.01 olmalidir.
Asetazolamitin bdlme katsayisi 0.14’dir. Senteziebiesiklerden beklenen sonug
daha yuksek boélme katsayisgdderidir.

3.2.2.1.1. Bdlme katsayisinin belirlenmesi

Sentezlenen bigklerin eter ve su fazlarindaki bdlme katsayilarini
belirlenmesi icin dncelikle bikgklerin mM konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirland
Ik asamada hazirlanan ¢ozeltinin bir kismiyla UV-VIS lgpemetrede bilgiklerin
devamlh seyreltilen konsantrasyonlarinda 200-400 aradikta spektrum taramasi
yapildi. Elde edilen konsantrasyon, absorbargemdieri Excel de grafie dokuldu ve
standart grafikler cizildi. Busiem sonucunda grdfin dogrusal oldgu goézlendi.
ikinci asamada bilgiklerin cozeltilerine it hacimde dietileter ilave edilerek 5
dakikadan az olmamak kaluyla devamh calkalanarak ekstraksiyon yapildaz F
ayrimi yapilarak su ve eter fazlari aynldi. Suriaz spektrum taramasi yapildi, eter
fazinda dietileter ugurularak ihtiva gitimaddenin git hacimde su ile ¢oziinmesi
sglandl ve spektrum taramasi yapildi. Elde edilerodd@ns sonuclarinin grgé
yerlestiriimesi ile bélme katsayisi sonuclari formul 312.hesaplandi.

P = Féter/ PSU = (Eter)/(SU) (3.2)
3.2.2.2 Inhibitérlerin sudaki ¢ozindirliklerinin hesaplanmasi

KATleri suda iyi ¢cozinmelidir. Etkili bir inhibitérurgel’lik cozeltide iyi
cozinmesi gerekmektedir. Sudaki c¢ozungiili hesaplanmasinda, sentezlenen
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maddeler tartilarak tiplere alindi. 248G de 30 dakikadan az olmamartiyla su
banyolu calkalayicida ¢6ziinmesgkandi, cozinmeyen madde miktari hesaplandi ve

¢c6zunurluk degeri g/100 ml syeklinde verildi.
3.2.2.3. Sentezlenen bilerin IC 5o degerlerinin saptanmasi

Inhibitorlerin aktivitesi IGy degeri ile ifade edilir. 1Go deseri enzimin %
50’sinin inhibe olmasi icin gerekli olan inhibitgrikonsantrasyonudur. Bu gkxin
saptanmasi i¢in Aldrich Company’dengkman Bovine Karbonik Anhidraz Enzimi

kullaniimustir.

Yapilan ¢camalara uygun olarak inhibitér aktivitelerinin dlctimde 348 nm
dalga boyunda enzimin etkisiyfenitro fenilasetatin hidrolizi incelengtir. Burada
hidroliz sonundap-nitrofenol olgmaktadir (Pocker ve ark., 1967). Erel ve
arkadalarinin (2002) yap#n calsmalardap-nitrofenoliin pH 7.7 ile 9.1 arasinda 400
nm dalga boyundaki maksimum absorbansinin 348 ngadaoyundakinden daha
yuksek oldgu gortlmigtir. Bu nedenle bizim yagimiz calsmalarda, sentezlenen
bilesiklerin inhibitor aktivite dlgimleri, ideal pH ola@.3 de 348 nm yerine 400 nm

dalga boyunda Erel yontemi kullanilarak yapildi.
3.2.2.4. Tampon ¢ozeltinin hazirlanmasi

Inhibitor aktivitelerinin 6lgiilmesinde pH 8.3 olarbnol/L konsatrasyonunda
TRIS tamponu kullaniingtir. Bunun igin Tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS
tamponu 6.06 g 0.05 mol 100 ml deiyonize suda ¢cdaiiHCl damla damla ilave
edilerek pH metre yardimiyla pH 8.3’e ayarlandi.

3.2.2.5. Substrat ve enzim solusyonunun hazirlanmasi

p-nitrofenil asetat (0.0275 g, 0.1518 mol) 1ml asdtb ¢dzuldi ve deiyonize
su ile kargtirillarak 50 ml'ye tamamlandi. Son konsantrasyod @mol/L oldu.
Enzim solusyonu 5 mg bovine karbonik anhidraz enzpH 8.3 olan 10 ml tris

tamponunda c¢6zullerek hazirlandi.
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3.2.2.6. I1G degerinin saptanmasi

Asetazolamit, silfanilamit ve sentezlenen yerasiklerin inhibitor aktiviteleri
Bovine Karbonik Anhidraz enzimi Uzerinde stralmistir. Bunun igin; standart
(1000 pg/ml, Sigma) olan Bovine Karbonik Anhidraz Enziriubstrat olarak 3.0
mmol/L p-nitrofenil asetat kullanildi, asetazolamit, stifamit ve sentezlenen yeni
bilesiklerin saf su icerisinde 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 rkdmsantrasyonlari hazirlandi.

Blank icin bir tane 400 nm de absorbans vermeyévetk alindi bu kivet
icerisine 1000ul tris tamponundan + 100l saf su + 100ul enzim kayngindan
konuldu. Hazirlanan blank kiveti UV-VIS’e konuldwe V75. saniyede Uzerine
karbonik anhidraz enziminin substrati 1QAD p-nitrofenilasetat solusyonu eklendi
100. sn den sonra her 50 saniyede bir 400 nm’derladénss 6lculdi. 600. saniyeye
kadar reaksiyon kineti g6zlendi.

Inhibitorlerin enzime kar absorbansi etkilemesi incelendi bunun icin: kiivet
icerisine 100Qul tris tamponundan + 100l inhibitér + 100ul enzim kayngindan
konuldu. Hazirlanan c¢ozelti kiveti UV-VIS’' e konuldve 75. saniyede Uzerine
karbonik anhidraz enziminin substrati 1QD p-nitrofenilasetat solusyonu eklendi.
100. sn den sonra her 50 saniyede bir 400 nm’derladnss 6lctldi. 600. saniyeye
kadar reaksiyon kingti gozlendi. Bu ¢cakma maddelerin 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 mM
konsantrasyonlari icin ayri ayri uygulandi ve @mahlari alindi. Excelde inhibitor

aktiviteleri regresyon analiz metoduyla hesaplargdsonuclar 16 olarak verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTI SMA
4.1. Sentezlenen Maddelerin Spektroskopik Yontemlerle Agiklanmasi
4.1.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen silfonamit (1)

Bilesigin sentezlenmesamasi bolim 3.2.1.1.’de anlatigtr. Sentezlenen bu
madde ince tabaka kromatografisindaittiectzelti kargimlarinda yuratalmgtar.
Reaksiyonun tamamlarg bslangic maddesinin  tamamen kaybolmasiyla

anlgiimistir.

Elde edilen 1 nolu bikkgin IR spektrumu KBr tabletleri ile alingtir. EK Sekil
1.1."de maddenin IR spektrumu verilii. Spektrumda 3351 ve 3319 ¢n$Q:NH,
grubu (-NH) piklerinden kaynaklanmaktadir. 3265 ¢mde (N-H) piki
gorulmektedir. Aromatik (C-H) pikleri 2980 ¢inde, alifatik (C-H) 2933 cih de
gozlenmektedir 1661 cihde gdzlenen keskin pik (C=0) aittir. (C=N) 1593 tae
keskin bir pik vermitir. 1525 cni de gozlenen pik aromatik (C=C) pikleridir. 1319
cm?® (C-N) gerilmesi, 1158-1094 cfaromatik (C-H) diizlem ici @meleridir.
Ayrica 729 crit de (C-Cl) piki gdzlenmektedir. Gézlenen bu pikfgkil 3.1.’de

Onerilen yapiyi desteklemektedir.

(1) nolu bilgigin DMSO-g; icersindeki'H NMR spektrumu Eksekil 2.1.'de
verilmistir. Bu spektrum incelendinde 9.67 ppm’deki singlet pikin —CONH
protonundan kaynaklangli gorulir. 7.74-7.81 ppm’deki multiplet pikler aromatik
protonlardan kaynaklangtir. Ayrica —SGQNH, grubundan dolayr 7.28 ppm’de
singlet pik ortaya cikmtir. 3.87 ppm’deki pik —CBCIl protonlarindan
kaynaklanmaktadir. —CH gruplarindan kaynaklanan pik ise 1.31 ppm’de
ctkmaktadir. Cikan piklegekil 3.1.’de verilen yapiy desteklemektedir.
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4.1.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen sulfonamit (2)

Bilesigin sentezlenme samasi bolim 3.2.1.2.’de anlatighr. Madde ince
tabaka kromatografisinde g#i ¢cozelti karsimlarinda yurutulmgtir. Reaksiyonun
tamamlandil bsglangic maddesinin tamamen kaybolmasiyla gimhastir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alingtir. 2 nolu bilesigin
spektrumu EKSekil 1.2.’de verilmgtir. Yapiy! aydinlatan piklesunlardir: 3379 ve
3242 cmdeki amin N-H pikleridir. 1729 cf ( C=0 ) grubuna ait pik gerilmesidir.
1596 cmi”deki gerilme ise N-H gerilmesine aittir. 1503 ¢nde cikan pik aromatik
C-C gerilmesinden kaynaklanan piklerdir. 1157 taeki gerilme ise siklik eterden
kaynaklanan alifatik diizlem ici geriimesine ait piktir. 1338 %meki pik SO
grubuna ait asimetrik gerilmedir. Gozlenen bu pildekil 3.2.’de 6nerilen yapiyi

desteklemektedir.

(2) nolu bilgigin DMSO-g; icersindeki'H NMR spektrumu Elsekil 2.2.'de
verilmistir. Bu spektrum incelenginde 7.31 ppm’deki —SfDNH, protonundan
kaynaklandgl gorular. 7.82-7.42 ppm’deki multiplet pikler aromatik protonlardan
kaynaklanmgtir. Yapidaki —CONH protonundan kaynaklanan pik DMS@-d
¢bzlcusunun pikinden dolayr gorinmemekted®.58-3.48 ppm’deki pikler
morfolindeki —CH- protonlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica -NOE€H
protonlarindan dolay! 2.53 ppm’de pik ortaya ¢igimi 1.32 ppm’de c¢ikan pik ise
—CH;s protonlarindan kaynaklanmaktadir.

4.1.3. 4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen silfonamit (3)

Bilesigin sentezlenme samasi bolum 3.2.1.3.’te anlatilghr. Madde ince
tabaka kromatografisinde gt cozelti karsimlarinda yurutalmgtir. Reaksiyonun

tamamlandil bsglangic maddesinin tamamen kaybolmasiyla gimhastir.

(3) maddesinin IR spektrumu KBr tableleri icersinde alindi. Busilile IR
spektrumu Ek Sekil 1.3.te verilmgtir. GoOzlenen spektrum derleri yapiyi
desteklemektedir. 3306, 3218 ve 3129 “meki pikler N-H gerilmelerinden
kaynaklanan piklerdir. 2963, 2920 ve 2868 “tdeki pikler alifatik C-H
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gerilmelerinden kaynaklanir. 1721 ¢ideki pik C=0 gerilmesinden gelir. 1592 ve

1502 cmdeki pikler aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1396 ve 1333 cm

bdeki pikler alifatk C-H simetrik ve asimetrik diizlem icigikmelerinden
kaynaklanan piklerdir. 1094 ctideki pik SO asimetrik gerilim pikidir. 1155 cm
Ldeki pik SO simetrik geriimesinden kaynaklanir. Gézlenen bu pikéil 3.3.'te
Onerilen yapiyi desteklemektedir.

(3) nolu bilaigin DMSO-d; icersindeki'H NMR spektrumu Eksekil 2.3.'te
verilmistir. Bu spektrum incelenginde 7.30 ppm’deki pik —SfDIH, protonundan

kaynaklanmaktadir. 7.82-7.42 ppm’deki pikler aromatik protonlardan dolayi

ctkmistir. Yapidaki —CONH protonundan kaynaklanan pik DMS@-¢bzicusinin
pikinden dolayr goérinmemektedir. 3.56-3.36 ppm’'deki pikler _-MGH
protonlarindan kaynaklanmaktadir. 2.55 ppm’de_ -MBEH,- grubundan pik ortaya
ctkmistir. 1.32 ppm’de cikan pik ise —GHrotonlarindan kaynaklanmaktadir.

4.1.4. 4-(metakriloilamino)-benzen silfonamit (4)

Bilesigin sentezlenme samasi bolim 3.2.1.4.’te anlatilghr. Sentezlenen
bilesigin yapisi cgitli teknikler kullanilarak karakterize edilgtir. Madde ince
tabaka kromatografisinde g c¢ozelti karsimlarinda yuratalmgtiar. Balangic

maddesinin tamamen tikenmesiyle reaksiyonun tamanglasnalesiimistir.

Bu bilssigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alingtir. (4) nolu bilgigin
spektrumu EkSekil 1.4.'te verilmitir. Spektrumda 3335 cthdeki gen§ pik -
SONH, grubundaki (-NH) piklerinden kaynaklanmaktadir. 2966-2931 tmeki
pikler alifatik (C-H) grubundan kaynaklanir. 1520 tmle aromatik (C-H) pikleri
gbzlenmektedir 1733 cinde gozlenen pik (C=0) aittir. 1472-1398 tme gdzlenen
pikler aromatik (C=C) pikleridir. 1338 ¢ (C-N) gerilmesi, 1142-1036 ch
aromatik (C-H) duzlem ici @meleridir. Gozlenen bu piklegekil 3.4.'te 6nerilen

yapliyi desteklemektedir.

(4) nolu bilaigin DMSO-g; icerisindeki'H NMR spektrumu ElSekil 2.4.'te
verilmistir. Spektrum incelendinde 10.04 ppm’'de £0NH protonundan
kaynaklanan singlet pik gorulmektedir. 7.84-7.74 ppm de gorulen multiplet
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aromatik —CH lardan kaynaklanan 4H’i gostermektedir. 7.29 ppm de ;N&D
yapisindaki protonlardan kaynaklanan pikler gérulmektedir. 5-6 ppm aragkaia
pik ise —C=CH yapisindaki protondan kaynaklanmaktadir. s@eki protonlardan
kaynaklanan pikler 1.51 ppm’de cikgtr.

4.1.5. 4-(akriloilamino)-benzen silfonamit (5)

Bilesigin sentezlenme samasi bolim 3.2.1.5.'te anlatilghr. Sentezlenen
bilesigin (5) yapisi cgitli teknikler kullanilarak karakterize edilgtir. Madde ince
tabaka kromatografisinde g#i cozelti karsimlarinda yurutilmgtir. Reaksiyonun

tamamlandil bsglangic maddesinin tamamen kaybolmasiyla gimhastir.

Bu bilssigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alingtir. Bu bilsigin IR
spektrumu sekil 3.5’teki yapiyr desteklemektedir. Yapiyr destekleyen siitne
bandlari sunlardir: 3262-3168 cth deki pikler -SGNH, grubundaki (-NH)
piklerinden kaynaklanmaktadir. 2920-3020 tdeki pikler alifatik (C-H) grubundan
kaynaklanir. 1665-1625 chde gozlenen pikler alifatik (C=0) aittir. 1521-1456tm
de gbzlenen pikler aromatik (C=C) pikleridir. 1356 tC-N) geriimesi, 1168-1087
cm'® aromatik (C-H) diizlem ici @meleridir. Gozlenen bu pikleSekil 3.5.'te

Onerilen yaply! desteklemektedir.
4.1.6. 2-(metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-sulfonamit (6)

Bilesigin sentezlenme samasi bolim 3.2.1.6.'da anlatiknr. Sentezlenen
bilesigin (6) yapisi cgtli teknikler kullanilarak karakterize edilgtir. Madde ince
tabaka kromatografisinde g#i ¢cozelti karsimlarinda yurutulmgtir. Reaksiyonun

tamamlandil baslangic maddesinin tamamen kaybolmasiyla aimhastir.

Elde edilen 6 nolu bikegin IR spektrumu KBr tabletleri ile alingive EkSekil
1.6.’da gosterilmgtir. Bu maddenin IR spektrum@ekil 3.6.’"da verilen yapiyi
desteklemektedir. Spektrumda tiyadiazol halkasingi {aSO,NH,) grubu (-NH)
den kaynaklanan 3339 ve 3191 tieskin iki pik ve (N-H) dan kaynaklanan 3113
cm’ de bir pik goriilmektedir. 2361-2317 eralifatik (C-H) gerilme pikleridir. 1678
cm® (-C=0) dan kaynaklanan gerilim bandddetli keskin pik verir. (-C=C-) 1628
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cm’ de pik verir. (-S=0) 1162 cthde, (-G=N) 1537 cni desiddetli gerilme piki
verir. 1410 crit alifatik (-CH) diizlem ici gilmeleri gorilir. 1314 ci de (C-N)
geriimesi gozlenir. 832 cth de SQNH, grubu (-SQ) asimetrik gerilmesi
gozlenmektedir. Gozlenen bu piklgekil 3.6.’da 6nerilen yapiy!r desteklemektedir.

Aciklanan bu spektroskopik sonuglar sentezlenegnipitedogrulugunun kanitidir.

(6) nolu bilaigin DMSO-d; icerisinde™H NMR spektrumu EkSekil 2.5.'te
verilmistir. Spektrum incelendinde 8.37 ppm’de —SMIH, piki gorilmektedir. 5.6-
6.3 ppm de gorulen pikler -C=GHaynaklanan 2H'i gostermektedir. 2.52 ppm’de
gorulen pik ise —CONH protonundan kaynaklanmaktadir. 1.99 ppm de gérilen pik
—CHg'deki protonlardan kaynaklanmaktadir.

4.1.7. 2-(akriloilamino)-1,3,4-tiyadiazol-5-sulfonamit (7)

Bilesigin sentezlenme samasi bolim 3.2.1.7.de anlatikhr. Sentezlenen
bilesigin yapisi cgitli teknikler kullanilarak karakterize edilgtir. Madde ince
tabaka kromatografisinde g#i cozelti karsimlarinda yarattlmgtir, gézlenen tek

spot maddenin oldiunu gostermektedir.

Sentezlenen 7 nolu b#i&in IR spektrumu KBr tabletleri ile alingive Ek
Sekil 1.7.’de gosterilngitir. Spektrumda tiyadiazol halkasinagha-SO,NH;) grubu
(-NH,) den kaynaklanan 3347 ve 3245 tieskin iki pik ve (N-H) dan kaynaklanan
3146 cn* de bir pik gorilmektedir. 2337-2361 eralifatik (C-H) gerilme pikleridir.
1695 cni (-C=0) dan kaynaklanan gerilim bandddetli keskin pik verir. (-C=C-)
1556-1489 cnrt de pik verir. (-S=0) 1174 cthde, (-G=N) 1344 cnt de siddetli
gerilme piki verir. G6zlenen bu piki&ekil 3.7.’de 6nerilen yapiyi desteklemektedir.

Aciklanan bu spektroskopik sonuglar sentezlenegnipitedogrulugunun kanitidir.
4.2. Biyolojik Calisma (in vitro) Sonuclarinin D&erlendirilmesi

Genellikle sentezlenen bgi&lerin veya ilaclarin aktiviteleri Kya da 1G
degerleri ile ifade edilir. K degeri bilesigin inhibisyon katsayisidir. g dezeri
enzimin % 50 sini inhibe eden inhibitériin molar konsantrasyonu olarak efditlie
IC5o deserinin saptanmasinda Bovine karbonik anhidraz enzimi kullagtihmi
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Materyal ve yontem kisminda anlatilagekliyle 1Cso deserleri saptanmngtir
Bilgisayarda % inhibitor dgeri kullanilarak regresyon analizgresi cizilmis ve

sonugclar 1Go seklinde verilmgtir.

Elde ettgimiz inhibitorlerin aktivitelerini gérmek amaciyla, inhibitorstz
ortamda (blank), enziminp-nitrofenilasetati hidrolize gratarak p-nitrofenol’e
donstirmesinde yani enzimin etkisiyl@-nitrofenilasetatin hidrolizi sonucyp-
nitrofenol konsantrasyonunun artmasi ve bunun zamanigime incelenmitir.
Daha sonra inhibitorli ortamda inhibitbrin enzimegldamasi ile enzimin
aktivitesini yitirmesi ve zamanla hidroliz olayini ger¢cgkilememesi ortamdaki p-
nitrofenol konsantrasyonunun zamanla Blank’e gore az olmasi inhibidrler

aktifli gini gosterir.

1.4 - y = 0.0028x + 0.0996
¢ Blank R? = 0.9977
1.2 A B Asetazolamit
1 - A Sulfanilamit
® y = 0.0010x + 0.1230
g 08 1 R2=0.9998
S 06 -
Ne]
< 04 |
y = 0.000x + 0.123
0.2 - R2 = 0.999
0 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman (Sn)

Sekil 4.1.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm denzaa kagi blank olarak,
astazolamitli ve silfanilamitli ortamda absorbaggigmi

Sekil 4.1.’de goruldgu gibi Blank ortaminda zamanla enzimin etkisiyle 400
nm de p-nitrofenol konsantrasyonu artarken; astazolamit ve silfanilaortimda
ayni sire icerisinde absorbansinin stdgl, dolayisiyla konsantrasyonunun
distigini soyleyebiliriz. Bu da ilave edilen inhibitérlerin enzimleglaamasi

sonucu, enzimi inhibe eginin bir gostergesidir.
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¢ Blank mSiilfanilamit 2 Nolu Bilesik

= 0.002634x +0.017208
R?=0.992585

o
(6]
1

D.D T T T 1
0 200 400 600 800

Zaman (sn)

Sekil 4.2.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zemana kar
sulfanilamitli ve 2 numarali biggkli ortamda absorbans ggimi

w
o
|

¢ Blank mSilfanilamit 3 Nolu Bilesik

N
(53]
1

y = 0.002459x + 0.020380
R?=0.995222

o
(53]
1

D.D T T T 1
0 200 400 600 800

Zaman (sn)

Sekil 4.3.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zenmana kar
sulfanilamitli ve 3 numarali biggkli ortamda absorbans ggimi

4 Blank B Siilfanilamit 4. Nolu Bilesik

047 Y= 0.000756x +0.013582
0.2 1 R2 = 0.998288

0.0 , , | |

0 200 400 600 800

Zaman (sn)

Sekil 4.4.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zamana kar
stlfanilamitli ve 4 numarali bigékli ortamda absorbans ggimi
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1.8 1| *Blank mSiilfanilamit 5. Nolu Bilesik *

0.4 4 y= 0.000698x + 0.090045
02 - Rz = 0.999303
0.0 . ' ' '

0 200 400 600 800

Zaman (sn)

Sekil 4.5.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zamana kar
sulfanilamitli ve 5 numarali bg&li ortamda absorbans gigimi

2 —
1.8 4| ®Blank mAsetazolamit 6. Nolu Bilesik +
1.6 -
1.4 -
212
c 17
808 -
§0.6 .
2041 Moamw.oaogm
U-S 7 , R2 = 0.999934
0 200 400 600 300

Zaman(sn)

Sekil 4.6.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zdemana kar
stlfanilamite 6 numarali bilgkli ortamda absorbans gigimi

1§: +Blank MmAsetazolamit ~ 7.Nolu Bilesik
1.6 4
1.4 4
1.2 4
2 1
ma T ]
0.6 -
0.4 7 $ y= 0.000663x +0.119237
D.g . - = R?=0.999972
0 200 400 600 800
Zaman

Sekil 4.7.p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm zdamana kar
sulfanilamitli ve 7 numarali bgikli ortamda absorbans gigimi
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Sentezlenen tum bu bgi&lerin sudaki ¢ozunurlukleri, bolme katsayisi ve
inhibitor aktivitesi arstirilmistir. Inhibitor aktivitesi 1Go, bolme katsayis! &2/Psu,

sudaki ¢ozundrlgl ise g/100ml olarak verilrytir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen Bilderin sudaki ¢ozunurlukleri, bdlme katsayilar wdibitor aktiviteleri
ICsq sSOnuglari

Bile sikler de[jsr?i?r?ilj(llderi Bolme Katsayilari inhibitér Aktivitesi
Sulfanilamit 0.75%0.05 0.08 75
Aset azolamit 0.085 0.13 70
2 0.067 0.87 135
3 0.078 0.30 121
4 0.121 1.15 67
5 0.119 0.72 65
6 0.076 1.14 64
7 0.091 0.20 69

Inhibitor aktivite sonuclari gosteriyor ki bir b§igin disiik 1Cso degerine sahip
olmasi onun gugclu inhibe etkisinin okglinu gostermektedir. Bu sonuglar ile
sentezlenen biggklerin timadndn i(n vitro olarak) iyi inhibitor oldgu gorilmektedir.

4, 5, 6, 7 nolu bilgkler asetazolamit ve silfanilamitten daha iyi inhibitorlerdiue2

3 nolu bileiklerin ise 1Go dezerlerinin asetazolamit ve silfanilamiten ¢ok yuksek
olmadgi, iyi birer inhibitdr oldgu gorulmitir. Klinik olarak kullanilan ve satilan
ilaclardan daha iyi etkiye sahip inhibitorlerin ortaya c¢ikmasitinu bilesiklerin

onemini daha da arttirmaktadir.

Sentezlenen bijklerin bolme katsayisi 6lgimleri Hansch (1964) tgkni
kullanilarak su-eter ¢ozici sisteminde inceletimi Bu 6lcim sonuclarina gore
sentezlenen bigklerin bolme katsayisi gerleri 0.20-1.15 arasinda gigmektedir.
Tum bilesikler g6z ici dokulara iyi d@lim olmasi igin gereken en az bdlme katsayisi
degeri olan 0.01'i amistir. Bir bilesigin etkili olmasi, gucli inhibitor aktivitesinin
yani sira iyi bir bélme katsayisi gkxine sahip olmasini gerektirir Tabloya gore

sentezlenen tim biikler oldukca iyi bolme katsayisi gerlerine sahiptir.

Etkili enzim inhibitori olarak bolme katsayisi ile inhibitér a&kBsi arasinda

herhangi bir ilgkinin olup olmadginin belirlenmesi icin bdolme katsayisi (P) vedC
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degerleri kasilastirilir. Sentezlenen bifgklerin  hesaplanan derleri acikga
gostermektedir ki inhibitorler igin I§g ve P arasinda @ousal bir korelasyon yoktur.
Ornezin bolme katsayisi en buyik olan (1.15) 4 nolushii@ ICso deseri 67 nM
iken bélme katsayisi @ik olan (0.20) 7 nolu bikgin ICso degeri 69 nM dir ki bu
degerler bu iki glesmede yuksek bdlme katsayisina sahip olansiiile yuksek
aktivite gosterdii anlamina gelir ki farkh bir durum 2 ve 3 nolu Bilder arasinda
gozlenir; 2 nolu bilgigin bdlme katsayisi 0.87 ve dg&deseri 135 nM iken 3 nolu
bilesigin bélme katsayisi 0.30 ve dg&deseri 121 nM dir. Bu gdesmede ise yiksek
bdlme katsayisina sahip biigin disik aktivite gosterdini ifade eder. Bu tezat
sonuglar bolme katsayisi ile d&deserlerini kagilastirarak bilgigin inhibe gucuntn
yorumlanamayaga sonucunu verir. Benzer kaastirmalar asetazolamit ile
Sulfanilamit arasinda da yapilabilir; asetazolamitin bélmealyats 0.13, 16, dezeri
69 nM dir. Sulfanilamitin bolme katsayisi 0.0&4@ezeri 75 nM dir. Sulfanilamitin
bdlme katsayisi astazolamitten dahatttive daha az aktiftir. Farkh bir durum ise 3
ve 7 nolu bilgikler arasinda go6zlenir. 3 nolu kjlgin béime katsayisi 0.30 iken 46
degeri 121 nM’dir. Buna kain 7 nolu bilgigin bélme katsayisi 0.20 iken 4g&dezeri
69 nM’dir. Bu durum gdsteriyor ki iyi bir b6lme katsayisina sahigsitiliyi bir ICsg

degerine sahip anlamina gelmez.

Bilesiklerin inhibitor aktivitesi ve sudaki ¢ozunurltkleri arasindardsal bir
iliski bulunmamaktadir. Suda daha iyi veya daha az ¢dzunen hirghilelaha iyi
inhibitér oldusuna dair yorum yapilamaz. Ogie 2, 6 ve 7 numarali bijkler
arasinda bir kiyaslama yapilirsa; 2 nolu g sudaki ¢cozundrlgii 0.067, 1G
degeri 135 nM; 6 nolu bilgigin sudaki ¢cozunurlgl 0.076, 1G, dezeri 64 nM ve 7
nolu bileigin sudaki ¢ozunurlgl 0.091, 1G, deseri 69 nM’'dir. Bu dgerler
kargilastirildiginda yuksek ¢ozunuri@é sahip 7 nolu bikegin 6 nolu bilgige goére
inhibitor aktivitesi dguk iken, 2 numarall bikgge gore inhibitér aktivitesi daha
yuksektir. Bu sonuclar inhibitor aktivitesi ile sudaki ¢c6zunurlik arashidai skinin

olmadgini gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Karbonik anhidraz enziminin 1932 yilinda Meldrum ve Raughton tarafindan
kesfinden sonra désik aromatik ve heterohalkall sulfonamitler sentezlenwe
glokom tedavisi icin kullanilngtir. Aromatik ve hetero halkali stlfonamitlerin gugli
karbonik anhidraz inhibitori olgw bilinmektedir. Bu amagla yeni asetazolamit ve
stilfanilamit turevi bilgikler sentezlenngive yapilari FT IR véH NMR yontemleri

kullanilarak aydinlatilngtir.

Sentezlenen biggklerin inhibitér aktiviteleri {n vitro) dlcllerek, biyolojik
aktiviteleri tartsilmistir. Sentezlenen bigéklerden 2 ve 3 nolu bikgklerin biyolojik
aktiviteleri sulfanilamit ve asetazolamite yakingdder verirken, dier bilesiklerin
(4, 5, 6 ve 7 nolu bikgkler) biyolojik aktivitesi hem asetazolamitten hem de
sulfanilamitten (in vitro olarak) daha gucli ofilu tesbit edilmitir. Bilesiklerin
bdlme katsayisi ve sudaki ¢ozundrltkleri incelensentezlenen 3, 6, ve 7 nolu
sudaki ¢cozundrltkleri ise hem asetazolamit hem de sulfanilanyiilesek cikmytir.
Sentezlenen tum biiklerin (2, 3, 4, 5, 6 ve 7) bdlme katsayilari asetazolamit ve

sulfanilamitten daha yuksek olgiu tespit edilmgtir.

Sentezlenen bu bijilerin biyolojik aktiviteleri (n vitro) ol¢cliimistir. Ayrica
bu bilesiklerin in vivo ¢alismalarinin da yapilmasi gerekmektedio. an sulfanilamit
ve asetazolamitten turetilen killderin, antibakteriyel, karbonik anhidraz inhibitora,
antikanser ajanlar ve antiAIDS ajanlar olarak 6nemli ilagflarini oluturdugu
distnulirse bu ¢caymalarin ne derece 6nemli olgluanigilacaktir.

Sentezlenen bu biilerin in vivo ¢calismalarinin yapilmasi ve yeni bgiglerin

sentezlenmesi gerekmektedir.
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EKLER

EK 1 Sentezlenen Bilgiklerin FT IR Spektrumlari
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EK 2 Sentezlenen Bilgiklerin *H NMR Spektrumlari

Ek Sekil 2.1. 4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanoilamino)-tean silfonamit (1)'in DMSO+ligerisinde
alinalH NMR spektrumu

Ek Sekil 2.2. 4-(3-morfolino-2,2-dimetilpropanoilamindenzen silfonamit (2)'tn DMSOsd
icerisinde alindH NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.3.4-(3-pirrolidino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzsiilfonamit (3)'UnNDMSO-d;
icerisinde alindH NMR spektrumu

Ek Sekil 2.4. 4-(metakriloilamino)-benzen siilfonami)’'(th DMSO-d; icerisinde alinanH NMR
spektrumu

70



Ek Sekil 2.5. 2- (metakriloilamino)-1,3,4-tiyadiazolsgifonamit (6)'nin DMSO-glicerisinde alinan
'H NMR spektrumu
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OZET

Mann ve Keilin (1940) tarfindan stlfanilamitin $fie cok sayida hastain
tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilan kapsamli bir ila¢ toglmiun gelsimine yol
acmgtir. Antibakteriyel, antitimor, antikarbonik anhidraz, ditretik, hipogligem
antitiroid veya proteaz innhibitér gibi etkili ilaglar sentezlesme tibbi tedavide

kullanim alani bulmgtur.

1944 yilinda Friedenwald glokom tedavisi icin gozdeki basincgtirdlimesi
gerektgini ifade etm§ ve balangicta ditretik olarak kullanilan oral KAnin GiB'ni
da azaltig ilk kez 1954 yilinda Becker tarafindan bildiriktir. Yine ayni yil
glokom tedavisi icin karbonik anhidraz inhibitori olan asetazolamit denteg
olup halen glokom tedavisinde tablet olarak kullaniimaktadir. Ancak karbonik
anhidraz inhibitorlerinin sistemik yan etkileri olglundan dolayl agairmacilar
yillarca karbonik anhidraz inhibitorlerinin topikal (damla) formunu giemeye
calismislardir. Yapilan caymalar sonucunda ilk topikal Kifolan dorzolamit Maren
tarafindan 1995 yilinda sentezlegtini

Bu calsmanin amaci yeni karbonik anhidraz inhibitérleri sentezi ve bu
bilesiklerin inhibitor aktivitelerininin vitro incelenmesidir. Bu amacla asetazolamit
ve silfanilamit ttrevi olan 3 yeni karbonik anhidraz inhibitéri sentezlgmmiBu
maddeler;  4-(3-kloro-2,2-dimetilpropanocilamino)-benzen  silfonamit,  4-(3-
morfolino-2,2-dimetilpropanoilamino)-benzen silfonamit ve 4-(3-pirrolidino-2,2-

dimetilpropanoilamino)-benzen sulfonamittir.

Sentez sirasinda ince tabaka kromatografisi metodu ile yeaksi takibi
yapilmstir. Sentezlenen maddelerin saflalmasi igin kristallendirme ve kolon
kromatografisi yontemi uygulangtir. Saflgtirma slemi tamamlandiktan sonra bu
maddelerin yapisinin aydinlatilmasi icin Infrared Spektroskopigi ¥HR Nikleer

Magnetik Rezonans Spekroskopi$il (NMR) sonuclari incelenrgir.

Ayrica sentezlenen biilerin inhibitor aktiviteleri in vitro incelenmgtir.
Karbonik anhidraz inhibitér aktiviteleri irf{ vitro) UV-Vis spektrometre ile

Olctlmistar. Bu verilerle birlikte bilgiklerin bdlme katsayisi, sudaki ¢ozinuarlukleri

12



gibi c¢sesitli fiziksel oOzellikleri de incelenngtir. Bu bilesiklerin  bir kisminin
asetazolamit ve silfanilamitten daha gucli inhibitér olduklar tespit etiimi

Sentezlenen bu bijklerin guclu inhibitor aktiviteye i vitro) sahip olmalari
nedeniyle bu ¢cajmanin, sglik bilimleriyle ilgilenen argtirmacilara da yeni ¢amna
alanlari olgturacaina inanmaktayiz. Bu bi&lerin in vivo aktivite calsmalari ve
klinik calismalarinin da yapilarak ilag aday! olaralgeidendiriimesi gerekmektedir.
Sentezlenen bu bi&lerin en azindan birinin glokom tedavisinde kullanilabifgoie

Uumit etmekteyiz.
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SUMMARY

Sulfanilamide was shown to be a specific inhibitor of carbonic aakgdby
Mann and Keilin. The active interest in carbonic anhydrase inhilfiborglaucoma
therapy therefore continued throughout the 1950. After that, effeditings, such as
antibacterial, antitumor, anticarbonic anhydrase, diuretic, hymogics antityroid or
protease inhibitor, have been synthesised and used in clinical.

Friedenwald in 1944 was the first to suggest that research should be
concentrated towards reducing aqueous humour formation for glaucomaytherap
Becker in 1954 was the first suggest that carbonic anhydradeitangi (CAIS),
which has been used as diuretic, reduces intraocular pressure Tl@P3ame year
acetazolamide as carbonic anhydrase inhibitor was synthesiseducorgkatherapy.
and has been using for glaucoma therapy as tablet since then. Howabenic
anhydrase inhibitors have systemic side effects. Because s¢ tide effects
researchers have tried to find topical form of carbonic anhydrdsbitors for
years.of the carbonic anhydrase inhibitors, First topical carbohigdaase inhibitor,

called dorzolamide, was synthesised by Maren in 1995.

The objective of this ptoject is synthesis and investigation ofodpicdl
activities of novel inhibitors of carbonic anhydrase. Three novel detg of
sulfanilamide was synthesised as carbonic anhydrase inhibitor. Gbrepeunds are
4-(3-chloro-2,2-dimethylpropanoilamino)-benzene sulfonamide, 4-(3-morpholino-
2,2-dimethylpropanoilamino)-benzene  sulfonamide and 4-(3-pyrrolidino-2,2-

dimethylpropanoilamino)-benzene sulfonamide.

Thin layer choromatography (TLC) method was used to understanithevhe
reaction have completed or not during synthesis. Crystallisation cahann
chromatography method was used for the purification of the syrgdesisnpounds.

After purification, the synthesised compounds were characterised by IR aRd NM

Inhibitors activities of the synthesised compounds have also beengatedt

Inhibitor activities {(n vitro) of them was measured by UV-VIS spectrofotometer. In
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addition, some physical properities such as water solubility, ipartbefficents of
the synthessised compounds have been investigated as well.

We believe that this study will open new research areafhdosdientists who
are interested in medicine, because of strong inhibitors/i{ro) of synthesised
compounds, so Biological activitei {ivo) and clinical studies of these compounds
should be investigated and evaluated as candidate drug status. We hapdetmst
one of these synthesised compounds to be useful for glaucoma therapy.
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