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Yiiksek Lisans Tezi

GLOKOM TEDAViSiNDE"KULLANILAN YENi AROMATIK SULFONAMITLERIN
SENTEZI VE INHIBITOR AKTIVITELERININ (iN VITRO ) INCELENMESI

Mahmut EMUL

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Hasan TURKMEN

Yil: 2005, Sayfa:82

Bu ¢alismamizin amaci glokom tedavisinde kullanilabilecek ve topikal kullanim 6zellige sahip yeni
karbonik anhidraz inhibitorleri sentezlenmesidir. Ve ayrica biyolojik aktivitelerinin incelenmesidir.
Tarafimizdan setezlenen karbonik anhidraz inhibitdrleri reaksiyonlart sonunda biiyiik verim ve saflikta
elde edilmistir. Sentezledigimiz bilesikler 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzen siilfonamit, 4-
(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzen stilfonamit, 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzen
stilfonamit, 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzen siilfonamit, 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-
benzen siilfonamittir. Sentezlenen bilesiklerin yapist FT IR, 'H NMR, “C NMR, kiitle
spektroskopisiyle aydimnlatilmigtir. Biyolojik aktiviteleri (in vitro) uv-vis spektrofotometre ile
Olglilmiistiir. Ayrica bolme katsayilari, erime noktalar1 ve sudaki coziiniirliikleri gibi fiziksel
Ozellikleri de incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerden en az birinin topikal karbonik anhidraz
inhibitorii olarak kullanilabilmesini umuyoruz.

ANAHTAR KELIMELER : Glokom, Karbonik Anhidraz, Karbonik Anhidraz Inhibitorleri,
Aromatik Stlfanilamitler



Abstract
MSc. Thesis

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF INHIBITORY ACTIVITIES (IN VITRO) OF
NOVEL AROMATIC SULFONAMIDES FOR GLAUCOMA THERAPY

Mahmut EMUL

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hasan TURKMEN
Year: 2006, Page:82

Aim of this project is the synthesis and investigation of biological activities(in vitro) of novel carbonic
anhydrase inhibitors to be used as topical for glaucoma therapy. Novel carbonic anhydrase inhibitors
was synthesised in high yield and purity. The synthesised compounds are 4-(4-
metilpiperidinobutanoilamino)-benzene sulfonamide, 4-(4-pyrrolidinobutanoilamino)-benzene
sulfonamide, 4-(4-metilpiperazino-butanoilamino)-benzene sulfonamide, 4-(4-
morfolinobutanoilamino)-benzene sulfonamide, 4-(4-benzylpiperidinobutanoilamino)-benzene
sulfonamide. The synthesised compounds were characterised by FT IR, '"H NMR,"*C NMR, Elemental
Analysis and Mass Spectroscopy. Inhibitor Activities of the compounds (in vitro) were measured by
uv-vis spectrofotometer. In addition the physical properties of the synthesised compounds such as
partition coefficients, melting points and water solubulities were studied as well. We hope that at least
one of the synthesised compounds will be used as topical carbonic anhydrase inhibitor.

KEY WORDS: Glaucoma, Carbonic Anhydrase, Carbonic Anhydrase Inhibitors, Aromatic
Sulfonamides.
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1. GIRIS Mahmut EMUL

1. GIRIS

Glokom g6z i¢i basincinin  yiikselmesiyle gérme sinirinin = giderek
zayiflamasina ve bdylece gorme kaybina yol agan ciddi bir hastaliktir (Soylu, 2001).
Amerika Birlesik Devletlerinde yaklagik 2.2 milyon kisi 40 ve ileri yaslarda
glokomludur ve bunlarin 120 000 kadar1 kordir. 2020 yilina kadar glokomlu
Amerikal1 sayisinin 3.3 milyona ulasacagi hesaplanmaktadir (American Health

Assistance Foundation, 2005).

Glokomun diinyada 60 milyondan fazla kisiyi etkiledigi, etkiledigi insanlarin
neredeyse yarisinda gorme bozukluguna neden oldugu ve gelismis {ilkelerde

etkilenenlerin % 10’unun korliikle sonuclandigi belirtilmektedir(Erik ve ark, 2001).

1932 yilinda Alman kimyaci Klarer ve Mietchz, yilin proteinleri lizerine gii¢li
bir sekilde baglanan prontosil (parasiilfamidokrizoidin) adli azot tiirevi bir kirmizi
boya kesf ettiler. 1935’te G. Domagk ve arkadaglarinin, farelerde olusturduklari,
hemolotik strepococcus’lardan ileri gelen enfeksiyonlar1 prontosille tedavi
etmelerinden sonra antienfeksiy6z kemoterapide ilk adim atilmis oldu. Bir yil sonra

da prontosilin aktif metaboliti olan siilfanilamit sentezlendi (D6kmeci, 1992).

Antimikrobiyal kemoterapinin modern devrini Siilfanilamit (1) (Sekil 1.1)
ortaya koydu, idrarin baziklesmesine ve metabolik asidoza neden oldugundan so6z

edildi. Mann ve Keilin siilfanilamidin karbonik anhidrazi inhibe ettigini gosterdiler.

Q N—N
HAC N S SO,NH,

Sekil 1.1. Siilfanilamit (1) yapist Sekil 1. 2. Asetazolamit (2) yapist
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1949°da Schwartz cevap vermeyen kalp hastalarinda HCO'; salgilanmasini
azaltarak, 6dem yardimi icin kullanilabilecegini sdyledi. Daha gii¢lii karbonik
anhidraz inhibitorlerin arastirilmasi 1953°te Asetazolamit (2)’in (Sekil 1.2) klinik

faydasinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglandi. Asetazolamit oral olarak uygulandiginda iyi

emilecek ilk ditiretikti (Glark ve ark, 1992).

Asetazolamit disindaki diger karbonik anhidraz inhibitorleri Metazolamit (3)
(Sekil 1.3) ve Diklorfenamit (4)’tir (Sekil 1.4). Metezolamit Asetazolamidin

tiirevidir ve yalnizca glokom tedavisinde kullanilir (Cedric ve Reynard, 1992).

HC

g

Sekil 1.3. Metazolamit (3) yapist

SO,NH,

Cl SO,NH,

Cl
Sekil 1.4. Diklorfenamit (4) yapisi

Topikal karbonik anhidraz inhibitérlerin kullanimi yiiksek emilime sahip yeni
iki siilfonamit tiirliniin  kesfini bekledi. Bunlardan birincisi; heteroaromatik
stilfonamitlerden olusan MK-927, MK-417 ve MK-507 (Dorzolamit) (Sekil 1.5)
ikinci tlirii de Brinzolamit (Sekil 1.6) temsil ediyordu (Michaud ve ark, 2001).
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0]
N\~
HsC 57 s
l / SOzNHZ
NHC,Hsg
Sekil 1. 5. Dorzolamit yapisi
O
O
\\ =
MeO(CHz)3 ™\ /S S
N
l / SOZNHz
NHC,Hsg

Sekil 1. 6. Brinzolamit yapisi

Bu ¢aligmamizin amact su anda glokom tedavisinde kullanilan karbonik
anhidraz inhibitorlerinden daha kullamisli maddeler sentezlemektir. Iyi bir
inhibitorden beklenen 6zellikler sunlardir:

1. Enzimlere kars1 yiiksek aktivitede (enzimin % 99’nu inhibe etmesi)
olmal1
Su ve yag arasindaki ¢oziiniirliigii dengede olmali.
Sudaki ¢oziiniirliigliniin en az % 3 w/v seviyesinde olmali.
Goze uyumlu yani tolere edilebilmeli.
Yan etkilerinin olmamast; en azindan minimum seviyede olmali.

Yag icindeki ¢ozliniirliigiiniin istenilen seviyede (optimum) olmali

N o o ke

Topikal (damla) olmalidir.
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2. 1. Goziin Yapis1
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ﬁ“ Retina
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A difiizyon ve
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Optik, ginir

Sekil 2.1. Stvinin g6z i¢inde olugumu ve akimi (Guyton, 1991)

Goz, elektromanyetik spektrumdaki enerjiyi sinirsel uyarimlara doniistiiren

bir duyu organidir. Bu spektrumun sadece 400-700 nm dalga boyundaki goériintir 151k

bolgesi uyarilabilir (Fox, 1990).

2. 2. Glokom

G0z i¢i basincinin yiikselmesi ve buna bagli olarak fonksiyonel bozuklularin ve

doku tahribatinin ortaya g¢ikmasina glokom denir (Bengisu,1990). Glokomda en

onemli risk intraokiiler basincin istatiksel normlarin, 21 mmHg 6tesine ¢ikmasidir.

Yiiksek intraokiiler basing ak6éz humoriin trabekiiler aga akarken bir direncin

artmasindan kaynaklanir (Hoyng ve Beek, 2000).
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2.2.1. Goz ici basinci olusumu

Go6z i¢i basinct (intraocular pressure, IOP) ak6z humoériin olusumu ve akist
arasindaki bir homeostatik dengenin sonucudur. Akéz humdr korpus siliyare
tarafindan {iretilir. G6z kiiresinin duvarlari, esnek olmayan, kornea ve skleradan
olusmaktadir. Bu nedenle g6z i¢i dokularinin hacimlerinin artmasi, goz i¢i basincinin
yiikselmesine yol acar. i¢i s1v1 ile dolu olan 6n kamaranin hacim degisiklikleri goz
ici basmcim etkiler. On ve arka kamaralar1 dolduran kamaralar sivist korpus
siliyareden iiretildikten sonra biiyiik kismi pupilla alanindan 6n kamaraya diger kismi
da vitreye geger. Daha sonra 6n kamaradaki sivi iridokorneen agidaki trabekulum ve
Schlemm kanal1 yoluyla gozii terk eder (% 75). Geriye kalan % 25’lik boliim ise iris,
korpus siliyare—stiprakoroidiyen aralik, retina—koroid yoluyla genel kan dolasimina

karisir (Hoyng ve van Beek, 2000; Bengisu, 1990).

Kamaralar sivisinin digsariya akiminda karsilastigir direng ve goézde olusan

basing Goldman formiiliiyle (2.1.) hesaplanir:

P=FxR+Pxv (2.1.)

Burada P g6z i¢i basincini, F kamaralar sivisinin debisini, R karsilagtig1 direnci

ve episkleral venalardaki basinci da P x v temsil eder.

G0z i¢i basinci su yontemlerle 6l¢iiliir:

1. Goniyoskopi

2. Tonometri
e (Cokertme yontemiyle (indentasyon)
e Parmakla 6lgme
e Pndomotonometri
e Friedenwaldin ¢ift agirlikli tonometri
e Diizenleme yontemiyle (aplanasyon)
e Havali aplanasyon tonometrisi

3. GoOrme alan1 muayenesi
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e Konfrontasyon

e Permetri

2.2.2. Glokomun simiflandirilmasi

e Primer glokom
-Acik acil1 glokom
-Kapali a¢il1 glokom
e Sekonder glokom

e Konjenital glokom

2.2.2.1. Primer glokom

Birincil glokom sinifina giren basit glokomda ve ag¢1 kapanmasi glokomunda
gz i¢i basincinin yiikselme nedeni Goldman formiiliinde deginildigi gibi R

degerinin artmig olmasidir (Bengisu, 1990).

2.2.2.1.1. Primer acik acili glokom (PAAG)

Primer acik ag¢ili glokom (PAAG), normal goriiniimde 6n kamara agisina sahip
bulunan ve herhangi bir okiiler veya sistemik hastaligi olmayan bireylerde optik
sinirde dejenerasyon ve atrofi, tipik gorme alami defektleri ve olgularin 6nemli bir
kisminda goz i¢i basincinin yiiksekligiyle tanimman bir hastaliktir. Cift taraflidir;
cinsiyet farki gozetmeksizin, kirk yaslarindan sonra da goriilebilir. Kirk yasindan

kiigiiklerde goriilen glokoma jiivenil glokom denir (Irkeg, 1997; Bengisu, 1990).

2.2.2.1.2. Primer kapal a¢ili glokom

Basit glokomdan bes defa daha az goriiliir. Kadinlarda erkeklerden daha
fazladir. Birincil ag1 kapanmasi glokomu 6n kamarasi s1g, iridokorneen agis1 dar, 6n
arka ekseni kiiciik gozlerde daha sik goriiliir. Krizden 6nce hastalarin goz ici

basinglari, papillalar1 ve gorme alanlar1 tamamen normaldir. Aniden iridokorneen



2. ONCEKI CALISMALAR Mahmut EMUL

acinin ¢epecevre kapanmasiyla glokom krizi baglar; géz i¢i basinc1 70 — 80 mmHg
kadar ytikselir. Hastalik biiyiik oranda ¢ift taraflidir; fakat birinci goéziin krizinden
sonra diger géz krizinin ne zaman olacagi belli degildir. Tedavi edilmeyen olgular

korliikle sonuglanir. Birincil ag1 kapanmasi glokomu iki sekilde olur:

1. Midriyasis sonucu ag¢1 kapanmasi

2. Pupilla bloku seklinde olur.

2.2.2.2. Sekonder glokom

Sekonder glokom akdz hiimdriin arka kamaradan 6n kamaraya gz bebegi
yoluyla ge¢mesi ve Schlemn kanalina ulagmasini etkileyen herhangi bir nedenle
olusur. Ikincil glokom iltihaplarindan, damar hastaliklarindan, yaralanmalardan,
tiimorlerden, dejeneratif hastaliklardan ve iris distrofilerinden sonra goriiliir

(Bengisu, 1990; Keklikoglu ve Tuzcu, 1995).

2.2.2.3. Dogustan glokom

Fotiisde on kamarayr dolduran mezodermal dokunun iridokorneen agida,
trabekulumun 6niinde, tamamen yok olmadigi olgularda dogustan glokom goriiliir.
Mezodermal dokunun yogunlugu glokomun baslangic yasmi etkiler. Agidaki
anormal dokunun ¢ok yogun oldugu olgularda g6z ici basinci yiikselmesi, bebeklik
yaslarinda baglar. Digerlerinde ise glokom daha ge¢ yaslarda ortaya cikar (Bengisu,
1990).

2.2.3. Glokomun tedavisi
Primer agik acili glokomda amag 6nce goz ici basinct diizeyini emniyetli bir

sinira diigiirebilmek ve glokomatéz goérme alan1  kaybini yavaslatmak veya

tamamen durdurmaktir (Irkeg, 1997).
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PAAG tedavisi tibbi tedavi, laser, cerrahi ve insizyonel cerrahi olmak {izere ii¢

béliimde toplanir (Irkeg, 1997).

Primer kapal1 acili glokomda (PKAG) tedavi cerrahidir. Tibbi tedavi, hastanin
hazirlanmasi ve ameliyatin diisiik goz i¢i basinciyla giivenli bir ortamda uygulanmasi

i¢in yapilir (Bengisu, 1990).

Dogustan glokomun tedavisi cerrahidir. Cerrahi girisimle, agidaki mezodermal

doku yirtilarak, trabekulumun 6nii serbestlestirilir (Bengisu, 1990).

Sekoder glokomun tedavisi basit glokomdaki gibi tibbi, cerrahi ve lazer

yotemidir (Bengisu, 1990).

2.2.4. Tedavide kullamlan ajanlar

Tibbi tedavide kullanilan ajanlar1 genel olarak topikal, oral ve intravendz olarak

li¢ sekilde smiflandirmak miimkiindiir (Irkeg, 1997).

Okiiler hipotansive ajanlar glokom tedavisinin baglica dayanagidirlar. Birkag
ilacin sistemik olarak kullanilmasina karsin, hipotansif ilaglarin ¢ogu topikal olarak
verilir. Topikal olarak uygulanan okiiler hipotansif ajanlar sistemik olarak uygulanan
okiiler hipotansif ajanlardan daha diisiik kan konsantrasyonlarina ulasirlar ve bu
nedenle topikal olarak uygulanan ilaclar daha az sistemik yan etkiler yaparlar (Hoyng

ve Beek, 2000).

2.2.4.1. Monoterepi ajanlari

2.2.4.1.1. Parasempatomimetikler

Parasempatomimetikler veya kolinerjik ajanlar 1877 yilinda von Weber

tarafindan sunuldu ve glokom tedavisinde kullanilan  okiiler hipotansif
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bilesiklerin ilk sinifiydi. Parasempatomimetikler hem ditiertik hem de dolayh
olarak gozde
reseptorlere etkirler. Indirekt parasempatomimetikler kolinesterazi inhibe

edereler (Hoyng ve Beek, 2000; Bengisu, 1990).

Pilokarpin: Bir alkaloid olan pilokarpin miyotiklerin temel temsilcisidir, bu
ylizden pupilla iizerine olan etkilerinden dolayr isimlendirilirler. Pilokarpin
damlatildiktan 1 saat sonra goz i¢i basincini azaltmaya baslamakta ve bu etkisi 2.
saatte azamiye ¢ikmakta ve 5-8 saat devam etmektedir. Giinde 4 kez verilmesi
gerekmektedir. Pilokarpin IOP’1 % 20 ile % 30 kadar indirir (irkeg,1997; Hoyng
ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Pilokarine bagli sistemik yan etkiler olduk¢a nadirdir.
Pilokarpin ve diger klolinerjik ajanlarin uygulanmasindan sonra pupillada miosis,
buna bagli olarak gérme azalmasi, bas agrilar1 ve miyobi goriilebilir ve cesitli yas
gruplarinda tolere edilemeyen sorunlara neden olabilir. Avrupa’da kullanilan
sentetik bir kolinerjik ilag olan aseklidin GIB iizerinde pilokarpine benzer bir
Ozellik gosterir; bu ilacin daha az akomodatif spazm yapmasi nedeniyle glokomlu

olgular tarafindan daha iyi tolere edilmesi s6z konusdur.

Sistemik yan etkiler pilokarpinin daha yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda daha sik goriiliir.Bu yan etkiler kusma, hizli kalp carpintisi,
brongspazm, ishal ve mide bulantisin1 igerir. Topikal okiiler tedavideki son
gelismeler iigiincii ilag serisi olarak pilokarpin yer ald1 (Irkeg, 1997; Hoyng ve
Beek, 2000).

Karbakol: Sentetik olarak karbakolun formiilii asetilkoline ¢ok yakindir. Saf
bir kolinerjik degildir. Ciinkii i¢inde, etkisini daha da kuvvetlendiren
antikolinesterazik eserine vardir (Bengisu, 1990). Karbakol goziin 06n
segmentinde korneadan penetrasyonu artirarak etkili konsantrasyonlara ulasmak
icin benzalkonyumkloride ihtiya¢ duyar. Kullanilan konsantrasyonlar % 0.75, %
1.5 ve %
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3 ve uygulama sikliklar1 glinde 3 kezdir. IOP {izerine etkisi pilokarpinden daha
fazla gosterilir (Hoyng ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Bu okiiler yan etkiler benzerdir fakat pilokarpinle goriilenden
daha ciddidir, bu nedenle tedavi kesilebilir. Diisiik derecede bir On iiveitis
karbakollu tedavi sirasinda goriilebilir. Ek olarak sistemik yan etkiler karbakollu
tedavi sirasinda pilokarpinden daha sik gézlenir. O yiizden gilinlimiizde glokom

tedavisinde kullanilmaz (Hoyng ve Beek, 2000).

Diger parasempatomimetikler: Ekotiofat, demekaryum bromiir ve
diizopropilflorosfat olarak doniisiimsiiz kolinesteraz inhibitorleri afaki ve
pseudoaphaki bazi hastalarda yararli olabilir, fakat genellikle daha az okiiler ve
sistemik yan etkilerine sahip yeni bilesikler yer aldigindan beri glokom tedavisinde

az kullanilirlar (Hoyng ve Beek, 2000).

2.2.4.1.2. Sempatomimetikler

Epinefrin: Hem alfa hemde beta etkili bir sempatomimetiktir. Epinefrin ve
tuzlart hipotansif etkiler nedeniyle PAAG (primer acik acili glokom) tedavisinde
kullanim alan1 bulmugtur. Kullanilan konsantrasyonlar L—izomerin % 0.5’ten % 2’ye

olan rasemik karisimlardir (irkeg,1997; Bengisu, 1990; Hoyng ve Beek, 2000).

Yan etkiler: Adrenerjik etkisinden dolayr yashlarda, kalp hastalarinda,
hipertendii ve diyabetlilerde dikkatli kullanilmalidir (Bengisu, 1990; Hoyng ve Beek,
2000).

Dipivalil Epinefrin: Epinefrinin terapotik gosterge ve yan etkilerini ilerletmek
icin DPE gelistirildi. DPE 2 pivalil grup eklenmis epinefrinin bir benzeridir. DPE
lipofilik ve epinefinden 17 kez daha kolay korneaya gecer. (Hoyng ve Beek, 2000).
% 0.1 konsantrasyonda ve goze giinde 1 veya 2 kez damlatilarak kullanilmaktadir

(irkeg, 1997).

10
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2.2.2.1.3. as-Adrenerjik agonistler

Klonodin: Klonidin segici bir a,—adrenerjik agonisttir fakat bazi o,—adrenerjik
ozellikleri vardir. Hastalarda klonidin g6z damlalar1 ( % 0.125, % 0.25, %
0.5) sistemik hipotansiyonu indirdi ve oftalmik damlalarda basinci diisiirdii ve diisiik

basinglarda, gérme alani kayiplarina karsin 6nerildi (Hoyng ve Beek, 2000).

Apraklonidin: Nispeten selektif bir alfa 2-adrenerjik agonist olan apraklonidin
GIB diizeyini % 27 ile % 39 oraninda azaltmaktadir (irkeg, 1997). Apraklonidin,
klonidinden daha yiiksek polariteye sahiptir. Klonidine benzerligi, trabekiiler akista
kiigiik bir artistan bile bahsedilmesine karsin, en ¢ok akdz hiimoriin {iretimini

azaltmasiyla IOP’u indirmesidir (Hoyng ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Lokal yan etkiler apraklonidinin ana sorunudur. GiB kontroliinde
etkin bir ila¢ olmasina ragmen en 6nemli yan etkisi olgularin % 25 — 40’inda ortaya
cikan ve kullanim siiresine bagli olarak goriilme sikligi artan alerjik

blefarokonjoktivit ve dermatittir (irkec, 1997; Hoyng ve Beek, 2000).

Brimodin: Brimodin oldukg¢a selektif bir alfa 2-adrenoseptdr agonisttir.
Apraklonidine gore daha lipofiliktir. PAAG tedavisinde % 0.5 brimodin giinde 2 kez
uygulanmak suretiyle GIB %20 — 30 oraninda azaltilabilir (Irkeg, 1997; Hoyng ve
Beek, 2000).

Yan etkileri: Allerjik yan etkileri daha azdir. Agiz kurulugu, konjoktivanin
soluklasmas1 ve yorgunluk goriilebilir. Bas agris1 goriilebilir (Irkeg, 1997; Hoyng ve
Beek, 2000).

2.2.2.1.4. Sempatolitikler

[B-blokerler glokomda hala baslica ve tek se¢eneklerdendir. Bu ilacin kolinerjik

ve adrenerjik agonistlere olan istiinliikleri pupilla ¢ap1 ve akomodasyonu ¢ok daha

11
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az etkilemeleri, karanlik gérme, gece gormede azalma ve bulanik gérme sorunlarina

yol agmamalaridir.

Propanololun 1967°de ilk kez IOP’ diistirmesi gozlendikten sonra 1978’e kadar
glokom tedavisinde uygulanan ilk beta bloker oldu (Irkeg, 1997; Hoyng ve Beek,
2000).

Timolol: Beta blokan olan timolol, giiniimiizde en fazla kullanilan glokom
ilacidir. Bir¢ok calisma glokomda timololiin yararliligin1 géstermistir. [OP’taki % 27
ile % 35 arasindaki azalmalar uzun tedavi donemi siiresinde ortaya ¢ikarildi
Timololiin % 0.1, % 0.25, % 0.5’lik soliisyonlar1 bulunur ve giinde iki kez
uygulanmalidir (Hoyng ve Beek, 2000). Ek olarak timolol propanolole gore
milligrama kars1 olarak 3 ile 5 defa daha giicliidiir. Timolol Amerika’da kronik genis
acili glokomda hemoraji veya iltihaba bagli sekonder glokomda ve g6z i¢i tansiyon

yiiksekliginde en segilendir (Akcasu ve ark, 1989; Bengisu, 1990; Irkeg,1997).

Yan etkileri: Bu ilaca karsi iyi tahammiil edilmektedir; goz tahrisi belirtileri ve
istirahatte hafif azalmis kalp ritmi gozlenebilir. Beta bloker ajanlarda yapilan tedavi
sirasinda punktat keratit, gdzlerde yabanci cisim hissi ve kuruluk gibi okiiler yan
etkilerin yani sira kardiyovaskiiler pulmoner sindirim sistemi, deri, kas iskelet
sistemine ait yan etkiler goriilebilir (Akcasu ve ark, 1989; Bengisu, 1990; Irkeg,
1997; Hoyng ve Beek, 2000).

Betaksolol: Betaksolol bir 3;—selektif adrenokeptdr antagonistir. Akéz hiimor
akst inhibe edilerek IOP {izerine etkisini kullanir. Siliyar cisim hemen hemen [3,—
adrenokeptorlerin hepsini, igerdigi i¢in, betaksololiin IOP’1 daha zayif B,—blokerleri
tarafindan diistiriilebilecegi diisiiniiliir. IOP iizerindeki etki timololiin etkisinden daha
kiigiiktiir ve yaklasik olarak 3.9’dan 7.8 mmHg’ ye kadar diigmiistiir. Betaksololiin
bu etkisi kalsiyum antagonistik etkisine sebep olabilir. Betaksolol giinde iki kez
uygulanmas1 gereken 0.25 ve % 0.5’lik ¢ozeltileri seklinde bulunur (Hoyng ve Beek,
2000).

12
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Yan etkileri: Topikal uygulamalardan sonra betaksololin en sik okiiler yan
etkisi kisa periyotta yanma ve kasinti goriiliir. Ayrica okiiler yan etkiler diger beta
blokerlere benzerdir ve ortaya ¢ikmasi digerlerine gore diisiiktiir (Hoyng ve Beek,

2000).

Levobunolol: Bir nonselektif 3; ve B, bloker ajandir. Dihidrolevobunolol’un
metaboliti bir de IOB’u diisiirmede etkilidir. Levobunolol’un ne ISA ( intrensek
sempatomimetik aktivite ) ne de lokal anestetik aktivitesi vardir. Okiiler hipotansif
etkisi timolole benzerdir. IOB’deki diislis yaklasik olarak % 27’dir. Levobunolol
giinde bir veya iki kez uygulanabilen % 0.25 ve % 0.5’lik soliisyonlar halinde
bulunur (Hoyng ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Levobunolol yan etkilerinin sekli timololiinkine benzerdir. Bir
calisma % 4’lik levobunolol tedavisinden sonra alerjik blefarokonjunktivitis bir

olay1 gostermistir (Hyon ve Beek, 2000).

Karteolol: Karteolol bazi ISA ve lokal anestetik aktivitesi olmayan bir
nonselektif [ - blokerdir. Ana metaboliti 8-hidroksikarteolol olan, tavsan ve
maymunlarda IOB’ yi diistirmede karteololden daha etkili oldugu goriildii. Karteolol
akéz hiimor olusumunu indirerek IOB ‘yi disiiriir. Akdz hiimoér olusumu okiiler
hipertansiyonlu hastalarda timololle % 39, karteololle % 20.4” kadar indirilir. Giinde
iki kez uygulanmasi gereken % 1 ve % 2’ lik soliisyonlar1 vardir (Hyon ve Beek,

2000).

Yan etkileri: Uygulamadan sonra sinirlilik ve agri gibi okiiler yan etkiler

timolol tedavisinden daha az goriiliir (Hyon ve Beek, 2000).

Metipranolol: Metipranolol ISA’siz bir nonselektif beta blokerdir.
Metipranolol akdz hiimor olusumunu inhibe ederek IOB’yi diisiiriir. Baz1 korneal
anestetik etkileri oldugu sdylenir. Disa akim {izerindeki etkisi agik degildir (Hyon ve
Beek, 2000). Metipranolol ¢ok daha az brokonstrisiyon olusturur ve isoprotenerol

tedavisinin brokotiladasyon ile aralarinda uyusmazlik yoktur (Akcasu ve ark, 1989).

13
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Giinde iki kez uygulanmali ve metipranolol % 0.1, % 0.3 ve % 0.6’lik soliisyonlari
bulunur. % 0.1°lik metipranololden sonra IOB’deki diisiis yaklasik olarak % 25 ve %
0.3’lik ve % 0.6’lik metipranololden sonra % 25 ve % 33 oranindadir (Hyon ve

Beek, 2000).

Yan etkiler: Timolole benzer metipranololiin neden oldugu yan etkiler
ignelenme ve yanmadir, kisa periyotlarla. Levobunolole benzer hafif konjoktiva

hiperemisi yapar (Hyon ve Beek, 2000).

2.2.2.1.5. Prostaglandinler

Prostaglandinler tahrik edici goreve sahip aracilardir. Yiiksek dozlarda

konjoktival hiperemi, miyosis, iris hiperemi yaparlar (Hyon ve Beek, 2000).

PAAG?’li hastalara ikinci bir tedavi ajanin eklenmesi durumunda kullanilirlar

(Irkeg, 1997).

Latanoprost: Son zamanlarda PAAG tedavisinde prostaglandin F,, isopropil
ester analogu olarak latanoprost kuvvetli bir hipotansif ajan olarak kullanima
girmistir (Irkeg, 1997). Latanoprostta kisa donemli calismalarda IOB’deki azalma %
25 ve % 36 arasinda gbzlenmigstir. Latanoprostun giinde iki kez uygulanmasi bir kez
uygulanmasindan daha az etkilidir. Bir de latanoprostun gece uygulanmasinin
sabah uygulanmasindan daha etkili oldugu kesfedilmistir. Latanoprost % 0.005’lik
bir soliisyon halinde bulunur ve gece bir kez uygulanmalidir (Hyon ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Uzun donem c¢alismalarda hastalarin % 3 ve % 5’1 arasinda
latanoprost tedavisinden sonra hafif konjoktiva hipereminin farkina varilmistir.
Uygulamalardan sonra ignelenme, yanma veya gozde yaslanma % 20 ile % 40
arasinda gozlenmistir (Hyon ve Beek, 2000). Acik renkli gozlerde latanoprostun 3

aydan fazla kullanimi1 sonucu iris renginde koyulasma gériiliir (Irkeg, 1997).

Isopropil unoproston: Isopropil unoproston prostaglandin metabolitinin bir

analogudur ve glokom tedavisinde kullanilir. % 0.06 ve % 0.12°1lik
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konsantrasyonlarda bulunur ve giinde iki kez uygulanmalidir. % 0.12’lik ¢ozeltinin

IOB tizerindeki etkisi % 0.5’lik timololiinkine benzerdir (Hyon ve Beek, 2000).

Yan etkileri: Lokal yan etkileri konjonktival hiperemi (% 7), korneal erozyon ve
blefaritis ( % 1 )’ten ibarettir. Klinik ¢alismalarda,isopropil unoprostonun iris rengi

tizerine etkisinin olmadigin1 gostermistir (Hyon ve Beek, 2000).

2.2.2.1.6. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri boliim 2.3’te ayrintili olarak incelenecektir.

2.2.4.2. Antiglokom ila¢larinin bilesimleri

IOB monoterapiyle yeterli derecede diizenlenmediginde antiglokom ilaglari
birlestirilerek ortak uygulanir. Monoterapi sirasinda IOB iizerine yetersiz etki ilacin
ilk yetersiz etkisine uzun donem tedavi sirasinda toleransin gelismesine veya
hastaligin gelismesine neden olur. Ozellikle tolerans sorunu olursa, birkag bilesimden
once baska bir monoterapi calismasi tavsiye edilir. Iki ajan karsilastirildiginda

IOB’deki azalmanin en az % 15 olmasi arzu edilir (Hyon ve Beek, 2000).
2.2.5. Glokomda risk faktorleri
G0z i¢i basincr yiiksekligi yoniinden genel risk faktorleri: yas, ailesel 6zellikler,
1k, cinsiyet, arteriosklerosiz ve miyopi veya hipermetropidir.
PAAG yash bireylerde daha yaygindir ve ¢ogu vakalar 65 yasindan sonra

ortaya ¢ikar. Bu teshisin 40 yasindan 6nce konulmasi alisilmig bir durum degildir.

Beyazlara oranla siyahlarda bariz big¢imde daha yaygin olup, daha geng¢ yasta
ortaya ¢ikar ve daha siddetli seyreder.
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PAAG siklikla multifaktoriyel bicimde herediter olarak geger. Sorumlu olan
genin bazi ailelerde penetrasyon eksikligi ve ortaya cikista varyasyon gosterdigi
diisiiniilmektedir. GIB seviyesi,disa akim kapasitesi ve optik diskin biiyiikliigii de
keza genetik olarak belirlenir. PAAG hastalarinin birinci dereceden akrabalari
glokom gelistirme agisindan yiiksek risk altinda bulunurlar. Ebeveynlerinden birinde
bu klinik durum mevcutsa bu risk ikiye, eger kardeslerden birinde PAAG ortaya
cikmigsa dorde katlanmaktadir. Miyopi de artmis PAAG insidanst ile birlikte
bulunmakta ayrica miyotik gozler glokomatéz hasara karsi daha meyilli olmaktadir

(Oragli, 2001).

2.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz enzimi CO, ve HCO; iin birbirine déniisimiinde, (2.2)
formiiliinde gosterildigi gibi, fizyolojik fonksiyonu bilinen hayvan ve bitkilerin
ikisinde de kesfedilen enzimlerdir. Karbonik anhidraz enzimi Roughton ve Meldrum
tarafindan 1933 yilinda kesfedildi (Maren, 1994). 1992 yilinda hCAI-hCAVII olarak
tanimlanan insan karbonik anhidrazlarin saysinin en az yedi oldugu diisiiniilityordu

(Zeng ve Keneth, 1992).

Karbonik anhidraz belirlenen ilk ¢inko metallo-proteindi (Keilin and Mann,

1940).

KAH

CO, + H,0 H,CO; =——=H + HCOy

(2.2)
Supuran ve ark (2000) yaptiklari bir arastirmada memelilerde 14 degisik

karbonik anhidraz izoenzimi kesfettiler. Bunlarin hiicredeki yerleri, karbondioksit

hidrasyonalr1 ve hiicredeki yerleri Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2. 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri, CO, hidrasyon aktiviteleri ve hiicerdeki yerleri

(Supuran ve ark, 2000)

Izoenzim Karbondioksit hidrasyonu Hiicredeki yeri
CAl Diistik ( CAIT' nin % 10'u) Stoplazma
CAIl Yiiksek Stoplazma

CAIII Cok diisiik Stoplazma
CAIV Yiiksek Hiicre zar1
CAV Orta - yiiksek Mitokondride
CA VI Orta Salgida gizlenmistir
CA VII Yiiksek Stoplazma
CA-RP VIII Akatalitik Biiyiik olasilikla stoplazmada
CAIX Yiiksek Hiicre zarinda
CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor
CA-RP XI Akatalitik Hiicre zar1
CA XII Diisiik Hiicre zar1
CA XIII Biiyiik olasilikla yiiksek Bilinmiyor
CA X1V Diisiik Hiicre zar1

Karbonik anhidrazlar katalitik fonksiyonlarin evrime yonelmenin miikemmel

ornekleridir. Gergekten de bu her yerde bulunabilen metallo enzimler gen familyalari

farkli  prokaryot

Okaryotlarda bulunurlar. Ancak heniiz mantarlarda

belirlenmemistir ve o, B ve y karbonik anhidrazlar olmak {iizere ii¢ sinifa

ayrilmiglardir (Lindskog, 1997; Alessio ve ark, 2004).

2.3.1. Karbonik anhidrazin yapisi ve calisma mekanizmasi

CO, + EZnOH~

EZnH,0

B

H'EZnOH -

EZnHCO'3

EZnHQO + HCO3_

EZnOH"

Sekil 2.2. Karbonik anhidrazin katalitik mekanizmasi

Sekil 2.2.°de gosterildigi gibi kataliz iki safhada gergeklesmektedir. Birinci

sathada enzimin karbondioksidi baglamasi ve bikarbonat olugmas1 gézlenirken,
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ikinci safhada ise proton transferini ve enzimin tekrar baslangictaki haline déonmesi

izler (Pocker ve Sarkanen, 1978 ).

R;ZnOH

H ﬁ
|rN E R3ZHOH + C02

BH' N/ r
His 64
B: A

H R;ZnOH
N

E R3Zn\
Q
His 64 \
1S H H
rN
X N/
R;ZnOH, C
N
r His 64
N/ H,0
His64 D HCO;y’

Sekil 2.3. hCA II’nin katalitik dongiisii

Mekanizmanin ilk adimi1 (A’dan B’ye) enzimin ¢inko hidroksit aktif bolgesine
COy’nin girisi, onu B’den C’ye ¢inko bikarbonat intermediate sekline CO,’nin
hidrasyonu izler. Daha sonra su, enzimde (C’den D ‘ye) su seklinde bikarbonat iyonu
yerini alir, E seklinde His—64’e bir intramolekiile proton transferi yapar. Bu ara {iriin
ardindan protonu ortamdaki suya veya tampona transfer ederek tekrar A’y1 olusturur

(Zeng ve Keneth, 1992).
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Sekil 2.4. h CA 1I enziminin sematik gdsterimi

Yukaridaki sekilde c¢inko iyonun genis olarak kapladigi alan ve ¢ histidil
ligand1 gosterilmektedir. Bu yapt Molscript programi kullanilarak gosterilmistir

(Lindskog, 1997).

2.3.2. Karbonik anhidraz enziminin bobrek fizyolojisindeki yeri

Karbonik anhidraz enzimi 2.2 denkleminde gosterildigi gibi reaksiyon

zincirinde CO;’nin su ile birlesmesini katalize eden enzimdir.

Olusan H,COs kimyaca stabil bir bilesik olmadigindan tama yakin bir kismi
iyonize olur. Boylece basta proksimal tiibiiliinkiler olmak iizere tiibiil hiicrelerinde su

ve CO,’den H' ve HCO5 olusur.
H', tiibiil limenine salgilanir; bunun karsiiginda Na’ iyonu liiminal

membrandaki Na'- H" antiportu ilk liimenden hiicreye alinir (H'-Na" degistokusu).

HCO’; ise hiicreden bazoleteral membrandaki Na'™-HCO'; simportu ile intersiyal
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siviya aktarilir ve oradan peritiibiiler kapilerler i¢inden kana girer. Bu duruma gore
tiibiil hiicrelerinden H' salgilanmas1, plazmaya ekivalentmiktarda HCO'; eklenmesi
demektir. ayrica salgilanan Hnimn bir kismui glomeriillerden filtre olmus sividaki
HCO%5’tin atilmasin1 onler. Sdyle ki bikarbonatin elektiriksel yiikii nedeniyle
reabsorbsiyonu gii¢ oldugu halde; onun lumende H" ile birlesmesi sonucu déniistiigii
CO, molekiilii seklinde reabsorbsiyonu ¢ok kolaydir. Lumene salgilanan H ’nin
kalan kismu lumende NH; veya HPO,” ve diger zayif asitler tarafindan baglanur;
boylece tubulus lumeninde birinci olay sonucu amonyum (NH,") ve ikinci olay

sonucu titre edilebilir asidite (H,PO’s ve benzeri protonlanmis zayif asitler gibi)

olusturulurlar. Bu sayede idrarda net H' kayb1 saglanur.

Filtratta HCO7’tin % 90’nin reabsorbsiyonu proksimal tiibiillerde, kalan
kisminin reabsorbsiyonu ise distal segmentlerde olur. Distal tilibiiler de yukarida
belirtilen mekanizmalarla net asit kaybini1 saglama ve idrar1 bu sekilde asitlestirmek

yoniinden 6nemli gorevler yaparlar (Kayaalp, 2002).

2.3.3. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin temel etkileri

Karbonik anhidraz enziminin ilaglar tarafindan inhibisyonu sonucu, tubul

. . + .. e o . . -
hiicrelerinde H™ iiretiminin azalmasi sonucu asagidaki etkiler dogurur:

Sodyum reabsorbsiyonun H' ile degis-tokusu suretiyle olan béliimii; buna bagl

olarak su reabsorbsiyonu da azalir.

Distal tubullerde degis-tokus icin gerekli H’nin azalmasi buradan K'
salgilanmasinda artmaya neden olur. Bunun sonucu, idrarda potasyum kayb1 artar ve

hipokalemi gelisir.
Filtratta HCO3’tin CO;’ye doniisiimii ve dolayisiyla reabsorbsiyonu azalir.

Bunun sonucu, viicuttan HCO'; kayb1 artar, hiperkloremik asidoz gelisir ve idrarin

bazlig1 artar.
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Amonyagin amonyum haline donilislimii azalacagindan filtrattan amonyagin
geri alinmasi artar ve sonugta amonyak retansiyonu gelisir. Sirozlu hastalarda bu
durumun olumsuz etkisi vardir. Bu hastalarda diiiretik olarak KAI ilaclar

kullanilmast amoniemiyi artirarak, hepatik komay1 etkiler (Kayaapl, 2002).

2.3.4. Karbonik anhidraz inhibitorlernin kullanim alanlari

Asagidaki durumlarda kullanilabilirler

Kalevi diiirez olusturulmasi istenen durumlarda antineplastik ilaglarla tedavi
edilen kanserli hastalarda asir1 miktarda itrah edilen iirik asidin idrar yollarinda

¢okmesini dnleyebilirler.

Glokom ve okiiler hipertansiyon tedavisinde korpus siliyareden akdz hiimor
salgilanmasin1 azaltmak suretiyle géz ici basincini azaltirlar. Ayni indikasyonda
kullanilan diger ilaclara ek olarak verilirler. Asetazolamit gibi agizdan uygulanan

ilaclardan ¢ok topikal olarak uygulanan dorzolamit ve brinzolamit tercih edilir.

Epilepsi tedavisinde KAH inhibitorler tonik-klonik ve kismi tutariklarin
tedavisinde ikinci sira ilactir; atipik absens ve atonik ve tonik tutariklarda diger

ilaclara yardimci olarak kullanilabilirler.

Kronik metabolik alkalozda asetazolamit bobrekten bikarbonat atilmasin

artirarak alkalozu diizeltebilir.

Respiratuvar asidoz gosteren amfizem ve kronik bronsit gibi kronik obstriiktif
akciger hastaliklarinda karbonik anhidraz inhibitorleri metabolik asidoz yaparak

solunumu sitiimiile ederler ve respiratuvar asidozu diizeltirler.
Akut dag hastalig1 denilen ve yiiksek irtifalarda (3000 ve daha fazla) yerlere

cikildiginda aklimatizasyon olana kadar (3 giin kadar) gelisen respiratuvar alkaloz ve

ona bagli uykusuzluk, halsizlik, bulanti, bag agrisi, letarji, uyku sirasinda kabus, apne
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veya periyodik solunum gibi belirtilerle seyreden durumlarda asetazolamit yararh

olabilir (Kayaalp, 2002).

Son yillarda tiimér olusumunda rol oynadigi diisiiniilen CA IX enziminin
inhibisiyonu seklinde antitiimor olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Supuran

ve ark, 2000).

Ayrica bazi yeni tiirlerinin antitiroid, antiviral olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir (Tirkmen ve ark, 2004).

2.3.5. Karbonik anhidraz inhibitorlerinin siniflandirilmasi

Karbonik anhidraz inhibitorleri sistemik ve topikal olmak iizere ikiye ayrilir

2.3.5.1. Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri dort tanedirler. Bunlar asetazolamit,
metazolamit, diklorfenamit ve etoksazolamittir. Bunlar sistemik yan etkilerinden
dolay1 ve glokom tedavisinde yeni topikal inhibitorlerinin girmesiyle Onemlerini

yitirmiglerdir.

Asetazolamit: Asetazolamit Becker tarafindan yaklasik olarak 50 yil once
glokom tedavisine sunuldu. Asetazolamit akdz hiimoriin {iretimini yaklasik olarak %
27 azaltir. Asetazolamit oral olarak uygulandiginda iyi tolere edecek ve emilecek ilk
ditiretiktir. IOB iizerindeki maksimum etkisi giinde 4 kez 250 mg’lik tabletlerle veya
500 mg’lik kapsiillerle ulasilir. Asetazolamit 125 mg ve 250 mg’lik tabeltler ve250
ve 500 mg’lik yavas salman sekli bulunmaktadir (Clark ve ark, 1992; irkec, 1997;
Hoyng ve Beek, 2000).

Metazolamit: Metazolamid diger bir karbonik anhidraz inhibitoriidiir.

Metazolamit, asetazolamitin bir tiirevidir ve sadece glokom tedavisinde kullanilir.

Tavsiye edilen dozlar giinde ii¢ kez 25, 50 veya 100 mg’dir. IOB {izerine etkisi
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asetazolamitte goriilenden biraz daha diisiiktiir fakat yan etkileri daha azdir (Smith ve

Reynard, 1992; Hoyng ve Beek, 2000).

Etoksazolamit: Asetazolamite gore bir Ustlinligli yoktur. Ticari adi Ethamide

ve Cardrase’dir (Bengisu, 1990; Kayaalp, 2002).

Diklorfenamit: Ayni sekilde asetazolamide gore bir {istlinliigii yoktur. Ticari

ad1 Daranide ve Oratrol olarak bilinir (Bengisu, 1990; Kayaalp, 2002).

Yan etkiler: Oral karbonik anhidraz inhibitérlerin hemen hemen hi¢ okiiler
yan etkileri yoktur. Ancak sistemik yan etkileri glokom tedavisinde kullanimi
kisitlar. Anoreksi , kilo kaybi, gastrointestinal bozukluklar, gii¢siizliik, libido kaybi,
impotens, bobrek taslari, metabolik asidoz, aplastik anemi, diare, Stevens- Johnson
sendromu ve genel malez durumu olusturabilirler. Yiiksek dozlarda uyusukluk ve

parestezilere neden olabilirler (Irkeg, 1997; Hoyng ve Beek, 2000; Kayaalp, 2002)

2.3.5.2. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri

Sistemik karbonik anhidraz inhibitdrlernin neden olabilecekleri yan etkilerinin
fazlaligi ve bundan kaynaklanan tolerans sorunu topikal KAl’lerin gelismesini
saglamistir. Bunlar korpus siliyareden akdz hiimér salgilanmasini azaltirlar (Irkeg,

1997; Kayaalp, 2002).

Dorzolamit: Dorzolamid glokom tedavisi i¢in uygun bulunmus ilk topikal
KAI’dir. Bu ila¢ su anda genis olarak diger ilaglarin tiirleriyle glokom tedavisinde
kullanilmaktadir. Glokomun tibbi tedavisindeki ©nemli gelisme yeni topikal
KATI’lerin gelismesidir. Dorzolamit hCA II enziminin bir inhibitorii ve bir de hCA
IV’iin zayif inhibitoriidiir. Dorzolamid (M-507) 1980’lerin sonunda kesfedildi
ve ilk kez 1995’te Amerika’da TRUSOPT ticari adiyla pazarlandi (Ingram ve
Brubaker,1999; Michaud ve Beatric, 2001; Hoyng ve Beek, 2000).
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PAAG tedavisine giren dorzolamit hidrokloriir topikal olarak beta blokerlerin
yetersiz kaldigt PAAG olgularinda % 2 konsantrasyonunda giinde 3 kez kullanildig:
takdirde GiB’de ek bir % 20’lik azalma saglamaktadir. Tek basina kullanildiginda %
20’lik dorzolamit giinde 3 kez uygulama ile GIB’i % 18 ile % 22 oraninda
azaltmaktadir. Dorzolamit astimli ve kalp yetmezligi olan PAAG olgularinda ilk

tercih olarak kullanilabilirler (irkeg, 1997).

Brinzolamit: Karbonik anhidraz izoenzimi-II’nin inhibitoriidiir. Topikal
karbonik anhidraz inhibitorii ilaglarin yeni ikinci sinifin1 brinzolamit temsil ediyordu.
Ik kez Amerika’da pazarlandi1 ve Avrupa Birligi’nde Azopt ticari adiyla kaydedildi.
Brinzolamit giinde iki kez uygulanan dorzolamidin giinde 3 kez yaraliligina esitti ve
timlolden daha az yararliydi. 3 aylik bir periyottan sonra, PAAG’li ve okiiler
hipertansiyonlu hastalarda IOB’deki azalma % 1’lik brinzolamitin giinde iki kez
uygulamasinda % 19.1 ve brinzolamitin giinde 3 kez uygulamasi1 % 20.3 gdstermistir

(Irkeg, 1997; Michaud ve Beatric, 2001; Hoyng ve Beek, 2000 ).

Yan etkiler: Brinzolamit, dorzolamitten daha az onemsiz okiiler rahatsizliga
neden olur. En sik goriilen yan etkiler agizda aci tat, alerjik konjonktivit ve sindirim
bozukluklaridir. Dorzolamit gézde yanma, batma ve yabanci cisim hissine ve

sulanmaya neden olabilir (irkeg, 1997 ).

2.4. Siilfonamitler

2.4.1 Siilfonamitlerin tarihgcesi

Siilfonamitler genis spektrumlar1 nedeniyle tek baslarina ¢ok sayida

endikasyonda kullanildilar.

1932 yilinda Alman kimyaci Klarer ve Mietzch, yiin proteinleri lizerine gii¢li
bir sekilde baglanan prontosil (parasiilfamidokrizoidin) adli azot tiirevi bir kirmizi
boya kesffettiler. 1935’te G. Domagk ve arkadaslarinin farelerde olusturduklari,

hemolitik streptococcuslardan ileri gelen enfeksiyonalar1 prontosille tedavi
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etmelerinden sonra antienfeky6z kemoterapide ilk adim atilmis oldu. Bir yil sonra da
prontosilin aktif metaboliti olan siilfanilamid sentez edildi. Bu tarihten sonra 30 yil
icinde stilfonamit grubunun (-SO,NH;) N; pozisyonundaki degisikliklerle yiizden
fazla tiirev elde edilerek tedaviye sunulmustur (Dokmeci, 1992). Bakterisid ve daha
giiclii olan penisilinlerin ve diger birgok antibiyotigin tedavi alanina girmesi ve
bakterilerde siilfonamitlere zamanla diren¢ gelismesi sonucu, 6nemleri ve kullanilis
yerleri giderek azalmistir; fakat bugiin de, eskisi kadar olmamakla beraber, az sayida
infeksiyon hastaligina kars1 alternatif ilag¢ olarak basarili sekilde kullanilmaktadirlar.
Ucuz tedaviye olanak veren ilaglardir. Ancak tek bagina siilfonamit iceren miistahzar

Tirkiye’de artik pek ¢ikarilmamaktadir (Kayaalp, 2002).

Siilfonamitler, esas itibariyle para-aminobenzensiilfonamit (diger adiyla
stlfanilamit) maddesinin tiirevlerdir. Bu maddenin siilfonamit (-SO,NH,)
grubundaki azot atomunda hidrojen atomlarindan birinin yerine uygun radikaller

baglanarak cesitli siilfonamit tiirevleri sentezlenmistir (Kayaalp, 2002).

2.4.2. Antibakteriyal etki mekanizmasi

Siilfonamitlere duyarli olan bakteri ve diger mikroorganizmalar, membranlari
folikaside (dihidrofolik aside) gec¢irgen olmadigi i¢in bu maddeyi disaridan
sitoplazmalarinin igine alamazlar; onu sentezlemek zorundadirlar. Disaridan aldiklar
prekiirsor madde olan PABA’y1 (paraaminobenzoik asit) pteridinle dihidropteroat
sentetaz esliginde birlestirilerek dihidropteroik asit, dihidrofolat sentetaz esliginde
dihidrofolik aside doniistiiriiliir. Siilfonamitlerin etkisi altinda dihidroteroik asit
sentezi azalinca, dihidrofolik asidin, ve ondan dihidrofolat rediiktaz enzimi
araciligryla olusturulan tetrahidrofolik asdin yapimi azalir. Sonugta purin bazlari
(adenin ve guanidin) ve timidin yapimini saglayan enzimlerin kofaktorii olan
dihidrofolat tiirevleri yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezi bozulur;
metionin ve glisin sentezi de azalir. Insan, folik asidi (vit Bo) besinler i¢inde hazir
olarak alir ve insan hiicreleri folik aside karsi gecirgendir. Bu nedenle stilfonamitler
memeli hiicrelerinde yukarida belirtilen 6gelerin sentezini bozmazlar (Kayaalp,

2002).
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Siilfonamitlerin yapist PABA’ya benzediginden, bakterilerin biinyesinde
gerekli olan ve disaridan saglanan bu madde (PABA) ile stilfonamitler yalanci
substrat gibi etkileserek kompetisyona girmektedir. /n vitro ve in vivo ortamda
PABA konsantrasyonundaki bu artig siilfonamitlerin aktivitesini azaltmaktadir

(Dokmeci, 1992 ).

Siilfonamitlerin dihidrofolat rediiktaz enzimi tizerine etkisi yoktur. Bu enzim
diaminopirimidin tiirevi ilaglar olan trimetroprim ve pirimetamin tarafindan inhibe
edilir. Siilfonamitler ve trimetroprim ayni son {irlinlerin sentez yolag: tizerinde farkl
iki noktay1 etkilediginden yani ardisik-blok yaptiklarindan birbirlerinin antibakteriyel
etkinligini potansiyalize ederler. Bu iki ila¢ ko-trimoksazol denilen kombinasyon

seklinde ve benzer kombinasyonlarda yeni farmasotik sekil i¢inde kullanilirlar.

NH NH, NH2
0=—S—0 O0—S——=0
Hoo o NN o |
NH, HN o
Wi
HsC CH3
Sulfanilamit PABA Sulfizoksazol

Sekil 2.5. Siilfonamitler ve PABA arasindaki yap1 benzerligi

Siilfonamitlerin  etkisi bakteriyo statiktir. Cok yiiksek konsantrasyonda
bakterisid etki yapabilirler. idrarla serbest siilfonamit konsantrasyonu plazmadakinin
10-20 katina c¢ikabilir. Bu nedenle siilffonamitler idrarda bakterisid etki
gosterebilirler. Ko-trimoksazol genellikle bakterisid etki gdsterir (Kayaalp, 2002).
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2.4.3. Antimikrobik spektrum

Siilfonamitler ilk ¢iktiklar1 zaman genisge bir spektruma sahiptiler. Altmis yili
askin kullanig siireleri i¢inde bir¢cok bakteri tiirii bu ilaglara karsi rezistans (direnc)

kazanmistir (Dokmeci, 1992).

2.4.4. Direng olusmasi

Bakteriler PABA sentezinin artmasiyla yada dihidropteroat sentetazda meydana
gelen bir degisiklikle siilfonamitlere direng olusturabilirler. Ayrica direng plazmidler
tarafindan da tasinabilmekte ve bunun sonucu olarak da siilfonamitlerin
dihidropteroat sentetaza afinitelerinde bir azalma yada bakteri c¢eperinin

gecirgenliginde bir azalma meydana gelmektedir.

Diaminoprimidinlere direng sekillenmesi dihidrofolat rediiktaz enzimi
yapiminin artmastyla olmaktadir. Bu diren¢ olusumu stilfonamitlerle bu
antibiyotiklerin kombinasyonu (ko-trimoksazol) durumunda azalmaktadir. Ayrica
bakteri plazmidleri diaminoprimidinlerin enzimi kodlayarak da direng

olusabilmektedir.

Siilfonamitler ve diaminoprimidinlere karsi direng olugmasi hizli olmaktadir.
Bu antibiyotiklerin kombinasyonlar1 diren¢ olugsmasini belirgin bir sekilde
geciktirmektedir. Siilfonamit tiirevleri arasinda ¢apraz direng vardir. Birine direncli
olan digerine de direnglidir. Ancak, siilfonamitlere direncli suslar, siilfonamit—
diaminoprimidin kombinasyonuna duyarli olabilirler, fakat tersi durum olmaz

(Dokmeci, 1992).

2.4.5. Siilfonamitlerin farmakokinetigi

Siilfonamitlerin farmakokinetik 6zellikleri, ilaclar arasinda degisiklik gosterir.

Bu degiskenlik ilaglar arasinda etkinlik yoniinden nicel farklarin olusmasina neden

olur.
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Siilfonamitler sistemik etki olusturmak i¢in oral yoldan uygulanan
siilfonamitlerin absorbsiyonlari, yani biyo yararliliklar1 olduk¢a iyidir (% 70-80).
Siilfonamitler oral veya parental yoldan uygulanirlar. Bu nedenle tedaviye yeni giren
stilfonamitlerin oral kullanimlar1 tercih edilmektedir.. Absorbsiyon genellikle ince
bagirsaklarda olmakta ve 4—6 saat icinde serum konsantrasyon piki olusturmaktadir.
Plazma proteinlerine baglanmalari, farkli siilfonamitlerin fiziko—simik 6zelliklerine

gore % 50-93 arasinda degisiklik gdstermektedir.

Siilfonamitler tiim dokularin interstisyel sivisina ve menenjit durumunda BOS
icine yeterli diizeyde dagilirlar. Giliniimiizde, enterobakteri yada Listeria
monocytogenesten ileri gelen bazi menenjitler ko-trimoksazolle tedavi

edilebilmektedir. Fotiis kanina ve anne siitiine hizl1 bir sekilde gecerler.

Siilfonamitler karacigerde asetilasyonla (N4 pozisyonunda asetillenme) inaktif
metabolitlere doniisiirler. Siilfonamitlerin asetilasyonu bireyler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Isoniazid’i hizli inaktive eden bireyler siilfonamitleri de hizl
inaktive ederler. N—asetilasyonla olusan metabolitler suda az ¢dziliniirler ve {iriner
sistemde presipitasyon (¢Okelti) olustururlar. Yani siilfonamit tiirevlerinde
asetilasyon orani disiiktiir (% 16) ve asetilli metabolitleri de kendileri gibi suda iyi
cozdiiklerinden iiriner sistemde c¢okelti yapip kristiilari olusturma riski tasimazlar

(Dokmeci, 1992).
2.4.6. Siilfonamitlerin kullamislarina gore siniflandirilmasi
Siilfonamit tlrevleri esas itibariyle absorbsiyon hizi, plazma proteinlerine
baglanma orani,dagilim egilimi, itrah hiz1 eliminasyon yarilanma émrii ve dolayisiyla

etki siiresi gibi farmakokinetik o6zellikleri yoniinden farklilik gosterirler. Bu

ozellikleri kullanis yerleri géz oniinde tutularak asagidaki sekilde siniflandirilir.
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2.4.6.1. Kisa ve orta etkili siilfomamidler

Sistemik infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan siilfonamitler kisa ve orta etkili
olanlardir. Kisa etkili olanlarin yarilanma omiirleri 47 saattir; orta etkili olanlarin

yarilanma Omiirleril 020 saattir.

Siilfadiazin: Viicutta gorece az asetillenen, gerek kendisinin ve gerekse asetil
tirevinin suda ¢oOziiniirliigli ilk ¢ikan siilfonamitlere gore oldukca fazla olan bir

tirevdir. Yarilanma omri 10-20 saattir.

Siilfizoksazol: Gerek serbest ve gerekse asetillenmis seklinin suda ¢oziintirliigii
cok yiiksektir. Notiir hatta asit ortamda bile kristalize olmaz. Bobrek {izerine toksik
etkisi azdir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 6 saat kadardir. Sistemik infeksiyonlarin ve

idrar yolu infeksiyonlariin tedavisinde en fazla tercih edilen siilfonamitdir.

Sulfametoksazol: Yapi bakimindan siilfizoksazola c¢ok benzeyen bir
stilfonamitdir. Ona gore mide—bagirsak kanalindan absorbsiyonu daha yavastir. Etki
siiresi bu gruptaki ilaglarin ¢ogundan uzun, fakat depo siilfonamitlerden daha kisadir.
Siilfametoksazol ile tedavi sirasinda giinde en az 1.5 litre su alinmasi tavsiye edilir;
fakat idrarin baziklestirilmesi gerekmez. Trimetroprim ile sabit doz oranl

kombinasyonu (ko—trimoksazol) seklinde de kullanilir.
2.4.6.2. Uzun etkili siifonamdiler (Depo siilfonamitler)
Bu gruptaki ilaglarin itrahlar1 daha 6nce agiklanan farmakokinetik 6zellikleri
nedeniyle birinci gruptaki ilaglara gore ¢ok yavastir. Renal klerensleri 1-3 ml/dk

kadardir. Itrahlar1 yavas oldugu ic¢in yarilanma Omiirleri uzundur (30-150).

Genellikle giinde bir kez agizdan verilmek suretiyle kullanilmislardir.
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2.4.6.3. Ozel kullanihs yerlerine gore siilfonamitler

2.4.6.3.1. Lokal kullanilanlar

Sulfasetamid: Suda, sulfadiazine gore 90 kez daha fazla ¢dziiniir. idrar yolu
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir. Sodyum tuzunun % 30’luk soliisyonu

veya % 10’luk krem go6ze lokal uygulanabilir.

2.4.6.3.2. Yanik tedavisinde lokal kullanilanlar

Bunlar glimiis-siilfadiazin ve marfanildir.

Giimiis—siilfadiazin: Yanik tedavisinde lokal kullanilan bir siilfonamit
tiirevidir. Antibakteriyal etkiligi kismen i¢indeki glimiise bagl oldugundan bu ilag

antiseptik ve dezenfektan 6zelliktedir.

Marfanil (mafenid): Dermatitlere karsi % 2-5’lik merhem ve yanik
tedavisinde % 10’luk krem seklinde lokal uygulanan bir ilagtir. Her ne kadar
silfonamit grubu icerirse de para—amino grubunun metil ile substitiie edilmis olmasi
bakimindan diger siilfonamitlerden ayrilir. Yanik ciltten absorbe edilen ilag, karbonik
anhidraz enzimini inhibe ederek diiiretik etki yapabilir ve hiperkloremik
asidoz olusturabilir. Ayni1 yerde kullanilan, agr1 yapmayan ve daha genis etkinlik
spektrumu gosteren giimiig—siilfadiazinin ¢ikmasiyla bu ilacin 6nemi azalmistir

(Kayaapl, 2002).

2.4.6.3.3. Ulseratif kolit ve romatoid artrit tedavisinde kullamlan sulfonamid

Bu grupta sulfapiridin tiirevi olan sulfasalazin bulunur ve daha ¢ok onun

piridinsiz tiirevleri bu indikasyonda kullanilir (Kayaapl, 2002).
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2.4.7. Yan Etkileri

Yan etkileri bulanti, kusma,ve diyare gibi G; reaksiyonlari; dokiintii, Steve-
Johnson sendromu, vaskiilit, serum hastalig1, anafilaksi ve anjiyddem gibi asir1
duyarlilik reaksiyonlari; kristaluri, oliguri ve anuri; methemoglobinemi, graniilositoz,
trombositopeni, yeni doganda kerniterus ve G6PD noksanligi olan hastalarda
hemolitik anemi gibi hemotolojik reaksiyonlar; fotosentivite; perferik norit, insomni
ve bas agris1 gibi nordlojik yan etkilerdir. Steve-Johnson sendromunun uzun etkili
silfonamitlerle kisa etkililere gore daha sik etkili olustugu sanilmaktadir.
Siilfonamitlerin  termdeki anne veya yeni dogana verilmesi kernikterusla
sonuclanabilir ¢linkii siilfonamitler yeni doganda bilirubini albuminden ayrilirlar. Bu
nedenle terme yakin gebelerde ve yeni doganlara siilfonamit verilmemelidir. Diger
yan etkileri hipotiroidi, hepatit, stilfoniliire etkisini potansiyalize etmelerine baglh
hipoglisemi ve kumarin antikogiilanlarin etkisinin potansiyalize olmasidir. Sessiz
gidisli SLE bildirilmistir. Yan etki insidesi ¢esitli siilfonamitler i¢in farklidir ancak
capraz-duyarlilik sik goriiliir (Keklikoglu ve Tuzcu, 1995).

31



3. MATERYAL ve YONTEM Mahmut EMUL

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan arac ve gerecler

e Cam malzeme olarak; tek, iki ve ii¢ boyunlu cesitli ebatlarda balon, geri
sogutucu, huni, adaptor, erlen, beher, biiret, deney tiipii, kilcal boru ve
meziirler.

e Manyetik karistirici, manyetik balik.

e Spor, kiskag.

e Yag banyosu, su banyosu.

e Termometre.

e Buzdolab.

e Baget, piset, puvar, pipet.

e Ince tabaka kromatografisi (TLC) i¢in TLC aliminyum plakalar DC-
Alufolien 60 F 254 TLC (Merck).

e UV spektroskopisi i¢in Quartz kiivetler.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

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

e Hassas Terazi: Sartorious CP 224 S.

e Rotary Evapartor: Heidolph Laborta 4003 —contral.

¢ Erime Noktas1 Tayin Cihazi: Stuart Scientific Melting Point Apparatus.

e Etiiv: Niive FN 500, Safety Thermostat.

e pH Metre: Crison pH Meter Basic 20.

e FT-IR Spektrofotometre: Perkin Elmer Spektrum.

e UV-Vis Spektrofotometre: Shimadzu UV Mini 1240 UV-Vis Spektrometre.
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e '"H NMR: BRUKER DPX-400, 400 MHz Dijital FTI-NMR Spektrometre
(Tubitak laboratuari).

e 3C NMR: BRUKER Am-400 Spektrometre 62.9 MHz (Tiibitak laboratuart).

¢ Elementel Analiz: LECO CHNS 932 (Tiibitak laboratuart).

¢ Kiitle Spektrometrsi: Agilent 1100 LC-MS (Tiibitak laboratuart).

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

e Siilfanilamid: Yeni karbonik anhidraz inhibitorleri sentezinde ilk
basamakta baslangic maddesi olarak kullanild,

e 4-Kloro biitanoil Kkloriir: 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit
sentezinde kullanildi.

e Morfolin: Karbonik anhidraz inhibitorlerinin sentezinde son basamakta
kullanildi.

e 4-Metil piperidin: Karbonik anhidraz inhibit6rlerinin sentezinde son
basamakta kullanildi.

e 1-Metil piperazin: Karbonik anhidraz inhibitorlerinin sentezinde son
basamakta kullanildi.

e 1-Benzil piperazin: Karbonik anhidraz inhibitérlerinin sentezinde son
basamakta kullanildi.

e Etil alkol: Coziicii olarak TLC analizinde ve triinii kristallendirme
asamalarinda kullanildu.

o Tetrahidrofuran (THF): Sentez basamaklarinda ¢oziici olarak
kullanildi.

o Asetik asit: 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit sentezinde
tampon sisteminde kullanildi.

e Sodyum asetat: 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit sentezinde
tampon sisteminde kullanildu.

o [Etil asetat: TLC analizlerinde ve iiriinlerin saflastirilmasinda kullanildi.

e Dietileter: Bolme katsayis1 dlciimlerinde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
kullanildi.

e Trietilamin (TEA): Baz olarak kullanildi.
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e Metil alkol: Coziicii olarak kullanildi.

e Diklormetan (DCM): Coziicii olarak kullanildi.

e Hekzan: Coziicii olarak kullanildi.

e Aseton: Coziicii olarak kullanildi.

e Kalsiyum kloriir(CaCl,): Nem tutucu olarak kullanildi.

e p-Nitrofenilasetat: Biyolojik ¢alismada substrat ¢dzeltisi hazirlamak i¢in
kullanildi.

e Trishidroksimetilaminometan: TRIS tamponunun hazirlanmasinda
kullanildi.

e Sodyum bikarbonat: Ortamin baziklestirilmesi i¢in kullanildi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Sentez

3.2.1.1. 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilffonamit (7) sentezi

CH3COOH

CH3COONa H
cl N
. SOMH,+ ClM( T’ CI/\/\"/ OSOZNHZ
0 25°C o)
(7)

Sekil 3.1. 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (7) sentezi

4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamitin sentezi i¢in 250 ml’lik bir balona
(10 g, 58 mmol) siilfanilamit koyulup tetrahidrofuranda ¢6ziildii sonra (4.16 g,69
mmol) asetikasit ve (5.7 g, 69.5 mmol) sodyum asetat eklendi tamamen ¢oziindiikten
sonra THF’ de ¢oziilen (9.36 g, 66 mmol) 4-kloropropanoilkloriirii damla damla
eklendi. Reaksiyon c¢ok hizli oldugundan 6nce buz banyosunda daha sonra oda
kosulla devam edildi. Buz banyosunda az tuz olusumu gozlenirken oda sicakliginda
reaksiyonun daha da hizli olustugu 3.5 saat sonra gozlendi. Reaksiyonun bittigi ince
tabaka kromotografisinde (TLC) 72 saat sonra anlasildi. Coziicli sistemi olarak
etilasetat:etilalkol/5:1 oraninda kullanildi. Daha sonra siizildi, sivi kisim
evaparatdrde uguruldu. Kurutuldu ve tartim sonucunda 7.04 g madde elde edildi.
Verim: % 44, erime noktas:: 186 C. Elde edilen bilesigin kapali formiilii:
Ci10H13SO3N,Cl.
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3.2.1.2. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (8) sentezi

H
N
HNC>7CH3+C|/\/\”/ OSOZNH2
o)

THF
-HCl | THE,

H
N
H3C‘<:>N/\/\”/ O SO,NH,
(0]

®

Sekil 3.2. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamitin (8) sentezi

250 mI’lik ¢ift boyunlu bir balona (5 g, 18.08 mmol) 4-(4-klorobiitanoilamino)-
benzensiilfonamit maddesinden alind1 40 ml THF de ¢6ziildii ve yine 20 ml THF de
coziilen (5.31 g, 53.6 mmol) 4-metilpiperidin yavas yavas oda sicakliginda
eklenmeye baglandi. 2 giin sonra TLC’ye (etilasetat:etilalkol/5:1) bakild1 biraz iiriin
olustugu gozlendi. Daha sonra reaksiyonun hizlanmasi i¢in sicaklik 50 °C’ye kadar
cikarildi ve 6 giin sonra TLC’ de reaksiyonun bitmis oldugu goézlendi. Coziicii
evaparatorde ucuruldu ancak tamamen kurumadi bundan dolay1 freeze dryerda
ucurulmaya c¢alisildi yesilimsi kristaller gdzlendi. Daha sonra etil alkol ve etilasetat

¢oOziiciilerinde kristallendirildi.

Stiziiliip tartildi 1.04 g madde elde edildi. Verim % 26,erime noktas1 209 °C, kapali
formiili C 1 5H25 SO3N3 *tir.
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3.2.1.3. 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9) sentezi

H
N
O

THF
-HCI j 50 °C

H
N
N/\/\”/ @7802N H2
O O
)

Sekil 3.3. 4-(4-pirrolidinbiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9) sentezi

Sentezlenecek bilesik i¢cin 250 ml ¢ift boyunlu bir balonda (5 g, 18.08 mmol) 4-
(4-klorbiitanoilamino)-benzensiilfonamit manyetik karistirict yardimiyla 60 ml
THF’de ¢oziildii ve lizerine oda sicakliginda 40 ml THF’de ¢oziilmiis (3.2 g, 45.
mmol) pirrolidin damla damla eklendi. Ilk giin reaksiyona oda sicakliginda devam
edildi ama TLC’de reaksiyonun yavas oldugu gozlenince sicaklik 50 °C’ye ¢ikarildi.
Cozelti koyu sar1 rengine doniistii. TLC’de 5:1/etilasetat:etilalkol kullanildi. 5 giin
sonunda reaksiyonun bittigi TLC’ye bakilarak anlasildi. Coziicli evaparatorde
ucuruldu ama jelimsi bir sekil aldi. Daha sonra freeze dryerda uguruldu beyaz
koplikler olusmaya basladi iizerine etilasetat ve eter eklenerek kristallendirildi,
stiziildii ,kurutuldu ve tartildi. Sonugta 4.17 g madde elde edilmis oldu. Verim %
72.6, erime noktasi 203 °C ve kapali formiilii C14H,;SO3N; tiir.
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3.2.1.4. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10) sentezi

H
N
i G
\ (e}

THF
-HCl | 50°C

/\ H
H3C—N N/\/\"/N\®7302 NH
__/ 5

(10)

Sekil 3.4. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10) sentezi

(3 g,10.8 mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-benzensiilfonamit maddesi 60 ml
THF’de ¢oziildii ve manyetik karistirct ilekaristirildi. Daha sonra 40 ml THF’de
coziilen (3.24 g, 32.4 mmol)l-metilpiperazin oda sicakliginda damla damla ilave
edilerek reaksiyona devam edildi. 1 giin sonra TLC’ye (etilasetat:etilalkol/5:1)
bakildi. Reaksiyonun ¢ok yavas yiiriidiigii gézlendi reaksiyonun hizini artirmak i¢in
sicaklik 50 °C’ye ¢ikarildi. Reaksiyonun rengi sarimsi bir renk aldi. 9. giin sonunda
TLC’den reaksiyonun neredeyse bittigi anlasildi. Reaksiyon diizenegi sokiildi
¢Oziicii uguruldu. Kristal elde edilemedi. Numune freeze dryer’a alindi yine kristal
gbzlenmedi. Balondaki madde ekstraksiyon balonuna alindi {izerine suda ¢éziinmiis
NaHCO; eklendi ve onun iizerine de etilasetat eklenerek ekstraksiyon yapildi.
Etilasetat fazinda g¢okelme meydana geldi. Etilasetat fazinda TLC’de bir spot
gozlendi. Etilasetat uguruldu, madde kurutulup tartildi. 1.5 g madde elde edildi.
Verim % 41, erime noktast 189 °C ve kapali formiilii C;sH,4SO;3N4 tiir.
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3.2.1.5. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11) sentezi

S\ H
o} NH +Cr///\\~//”\\"//N\\<<:::>>——sozNHZ
\_/ O

THF
HCl |,
50°C

/N N
O\_/N/\/\LI/ Osoz NH,

(11

Sekil 3.5. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11) sentezi

250 ml’lik silifli bir balona (1 g, 3.6 mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-
benzensiilfonamit eklendi ve {izerine 60 ml THF eklenerek manyetik karistiriciyla
karistirllarak ¢oziildii, daha sonra 40 ml THF’de ¢oziilen (0.95 g, 10.9 mmol)
morfolin oda sicakliginda damla damla eklendi. Bir gin sonra TLC’ye
(etilasetat:etilalkol/5:1) bakild1 ¢ok az tiriin olustugu gozlenince sicaklik 50 °C’ye
cikarildi. 10 giin sonra TLC’de ayni ¢oziicliyle yapilan ylirlitmede ¢ok az bir
baslangic maddesi gozlendi diizenek sokiildii. Coziicli uguruldu. Jelimsi bir madde
elde edildi. Etilasetat eklendi kristal gozlenmedi. Eter eklenince once beyazlasti
sonra eski haline dondii. Etilasetat ve suyla ekstraksiyon yapildi ama yine ayrilmadi.
Sonunda 6:1 oraninda etilasetat/etilalkolle kolon kromotografisi yapildi ve madde saf
olarak elde edildi. Kolondaki tek spotlar bir balona alinarak ¢oziicli uguruldu. Madde
kurutularak tartildi ve tartim sonunda 0.58 g madde elde edildi. Verim % 50, erime

noktasi 179 °C ve kapali formiilii C4H,;SO4N3 tiir.
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3.2.1.6. 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (12) sentezi

H
N
(0]

THF
-HCI
50°C
H
o]
(12)

Sekil 3.6. 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (12) sentezi

250 ml’lik silifli bir balona (1 g, 3.6 mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-
benzensiilfonamit eklendi ve ilizerine 60 ml THF eklenerek manyetik karistiriciyla
karistirllarak ¢oziildii, 0.55 TEA balona eklendi, daha sonra 40 ml THF de ¢6ziilen
(0.706 g, 4.03 mmol) 4-benzilpiperidin damla damla eklendi. Once reaksiyona oda
sicakliginda devam edildi. Bir giin sonra TLC’ye (etilasetat:etilalko/5:1 ¢oziicl
sisteminde) bakildi. Reaksiyonun yavas yiiridigi goézlendi. Sicaklik 50 °C’ye
cikarildi. 9. giin sonunda reaksiyonun bittigi gozlendi. Diizenek sokiildli ¢oziicli
ucuruldu ama jelimsi olarak elde edildi. Etilasetat ve etil alkolde kristallenme olmadi.
Daha sonra freeze dryer’da kurutulmaya calisildi ama yine jel halindeydi. Bunun
lizerine 6:1 oraninda etilasetat:etilalkol ¢oziicli sisteminde kolon kromotografisi
yapildi ve bilesik saf olarak elde edildi. Kurutulan madde 0.944 g olarak tartim
sonunda elde edildi. Verim % 63, erime noktast 179 °C ve kapali formiilii

CyoH»9SO3 N5 tiir.

3.2.1.7. 4-(4-aminopirimidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (13) sentez

calismasi

0
/“\/vcn Y
HoNO,S H + | ——— > Uriin yok
/
N NH,

Sekil 3.7. 4-(4- aminopirimidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (13) sentezi
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100 ml’lik silifli bir balona (0.1 g, 0.36 mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-
benzensiilfonamit eklendi ve iizerine 30 ml THF eklenerek manyetik karistiriciyla
karistirllarak ¢oziildii, daha sonra 20 ml THF’de ¢oziilen (0.0687 g, 0.72 mmol) 2-
aminopirimidin oda sicakliginda damla damla eklendi. 1 giin sonra TLC’ye
(etilasetat:etilalkol/5:1 ¢oziicii sisteminde) bakildi. Reaksiyonun yavas yiiridigi
gozlendi. Sicaklik 50 °C’ye ¢ikarildi. 9. giin sonunda yeterince madde olusmadigi

anlasildi ve reaksiyona son verildi.

3.2.1.8. 4-(4-pirrolobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (14) sentezi

Q H
N
)J\/\/U
H,NO,S N + \ / —  ~ Urinyok

Sekil 3.8. 4-(4-pirrolobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (14) sentezi

100 ml’lik silifli balona 0.1 g (0.36mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-
benzensiilfonamit eklendi ve iizerine 30 ml THF eklenerek manyetik karistiriciyla
karistirilarak ¢oziildli, daha sonra 20 ml THF de ¢oziilen pirrol (0.048 g, 0.72 mmol)
oda sicakliginda damla damla eklendi. 1 giin sonra TLC’ye (etilasetat:etilalkol/5:1
¢Oziicii sisteminde) bakildi. Reaksiyonun yavas yiiriidiigi gozlendi. Sicaklik 50
°C’ye ¢ikarildi. 8. giin sonunda yeterince madde olugsmadigi anlasildi ve reaksiyona

son verildi.

3.2.1.9. 4-(4-etilendiaminobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (15) sentezil

o}
MCI
H2N028 H +H2NCH20H2NH2 _— Url','ln yOk

Sekil 3.9. 4-(4-etilendiaminobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (15) sentezi

100 ml’lik silifli bir balona (0.2 g, 0.72 mmol) 4-(4-klorbiitanoilamino)-

benzensiilfonamit eklendi ve tizerine 30 ml THF eklenerek manyetik karistiriciyla
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kanistirilarak ¢6zildii, daha sonra 20 ml THF’de ¢oziilen etilendiamin (0.86 g, 1.45
mmol) oda sicaklifinda damla damla eklendi. Ortam bulaniklagti. 1 giin sonra
TLC’ye (etilasetat:etilalkol/5:1 ¢oziicii sisteminde) bakildi. Dipte ¢okmiis bir sarimsi
madde gozlendi. Reaksiyonun yavas yiiridigi gozlendi. Sicaklik 50 °C’ye ¢ikarildi.

8. giin sonunda yeterince madde olugsmadigi anlasildi ve reaksiyona son verildi.

3.2.2. Biyolojik ¢calisma

Bu ¢alismada sentezlenen yeni bilesiklerin (in vitro) inhibitor aktivite l¢timleri

(ICsp) yapildi.

Inhibitorlerin birbirleriyle kiyaslanmasinda iki sabit vardir, bunlardan biri
inhibitdr enzim ayrigsma sabiti olan K, ikincisi inhibitiér enzim baglama sabiti olan

IC50’diI’.

Sentezlenen yeni bilesiklerin sudaki ¢oOziiniirliikkleri, bolme katsayisi ve
inhibitor aktiviteleri incelenmistir. Inhibitdr aktivitesi ICso, bolme katsayis1 Peter / Py,

sudaki ¢oziiniirliikleri ise g/100ml olarak verilmistir.

3.2.2.1. Sentezlenen bilesiklerin ICsy degerinin hesaplanmasi

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

Enzimi standart olarak kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalara uygun olarak inhibitdr aktivitelerinin 6l¢iimiinde 348 nm
dalga boyunda enzimin etkisiyle p-nitro fenilasetatin hidrolizi incelenmistir. Burada
hidroliz sonunda p-nitro fenol olusmaktadir (Pocker ve ark., 1967). Bizim yaptigimiz

calismalarda Erel ve arkadaglarinin (2002) yaptig1 ¢calismalarda p-nitrofenoliin pH
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7.7 ile 9.1 arasinda 400 nm dalga boyundaki maksimum absorbansi 348 nm dalga
boyundakinden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu nedenle inhibitor aktivite
Olcimleri ideal pH olan 8.3’de 348 nm yerine 400 nm dalga boyunda Erel

yontemiyle yapilmstir.

3.2.2.2. Bolme katsayis1 ol¢iimii

Bolme katsayist dlgiimiinde sentezlenen maddelerin eter-su ¢oziicli sistemi
kullanilarak (Hansch, 1964) teknigi ile Olglilmiistiir. Bolme katsayist asagidaki
sekilde ifade edilebilir.

P=CoCy(1-a)

Burada P: bolme katsayisi C,: bilesigin eter fazindaki konsantrasyonu Ci:
bilesigin su fazindaki konsantrasyonu a: bilesigin sudaki dissasyon derecesi. GOz i¢i
dokulara iyi dagilim olmasi i¢in bdlme katsayist degeri en az 0.01 olmaldir.
Asetazolamidin bolme katsayisi 0.14’diir. Sentezlenen bilesiklerden beklenen ve

istenen sonug daha yiiksek bolme katsayis1 degerleridir.

3.2.2.2.1. Bolme katsayisinin belirlenmesi

Bolme katsayisi bir maddenin birbirine karigmayan iki sivi arasindaki faz
dagilim dengesidir. Sentezlenen bilesiklerin bolme katsayilarinin hesaplanmasi igin
% 0.01'lik cozeltileri hazirlandi. Standart grafiklerinin ¢izilmesi i¢in degisik
konsantrasyonlara seyreltildi. Seyreltilen ¢ozeltilerin Uv-Vis Spektrofotometre’de
absorbanslar1 ve dalga boylar1 6l¢iildii. Belli konsantrasyonda madde miktar1 bilinen
¢Ozeltiden 5 ml alind1 lizerine esit hacimde eter eklendi ve 5 dakikadan az olmamak
sartiyla ekstraksiyon yapildi. Su fazinin absorbansi 6lgiildii ve eter fazindaki eter
ucurulup su eklenerek absorbansi dl¢iildii.

Eter ve su fazindaki maddenin konsantrasyonlarin bulunmasi i¢in Uv-Vis
Spektrofotometre’de bulunan absorbsiyon ve dalga boyu degerleri excelde grafige
gecirilerek absorbsiyon-konsantrasyon standart grafikleri ¢izildi ve hepsinin dogrusal

oldugu gozlendi.
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3.2.2.2. ICs) degerinin saptanmasi

Asetazolamit, sulfanilamit ve yeni sentezledigimiz maddelerin (8, 9, 10, 11 ve
12) inhibitor aktiviteleri Bovine Karbonik Anhidraz enzimi iizerinde arastirildi.
Bunun i¢in standart (1000 pg / ml, Sigma) olan Bovine Karbonik Anhidraz enzimi,
substrat olarak 3.0 mmol/l p-nitrofenil asetat kullanildi. Asetazolamit, siilfanilamit ve
yeni sentezlenen bilesiklerin deiyonize suda 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mM konsantrasyonlari

hazirlandi.

Blank hazirlanmasi: 1 tane 400 nm’de absorbans vermeyen kiivet alindi bu
kiivet i¢ine 1000 pl tris tamponu + 100 pl deiyonize su + 100 pl enzim ilave edildi.
Hazirlanan blank kiiveti UV-ViS’e konuldu ve 75. saniyede iizerine karbonik
anhidraz enziminin substrati 100 pl p-nitrofenilasetat cozeltisi eklendi. 100.
saniyeden sonra her 50 saniyede bir 400 nm’de absorbans 0l¢iildii ve 600. saniyeye

kadar reaksiyon kinetigi gozlendi.

Inhibitérlerin enzime kars1 absorbansi etkilemesi incelendi bunun igin: Kiivet
igine 1000 pl tris tamponu + 100 pl inhibitér + 100 ul enzim ilave edildi.. Hazirlanan
¢ozelti kiiveti UV-VIS’e konuldu ve 75. saniyede iizerine karbonik anhidraz
enziminin substrat1 100 pl p-nitrofenilasetat soliisyonu eklendi. 100. saniyeden sonra
her 50 saniyede bir 400 nm’de absorbansi 6lgiildii. 600. saniyeye kadar reaksiyon

kinetigi gézlendi.

Bu ¢aligma hazirlanan 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 nM konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1
uygulandi ve ortalamalari alindi. ICsy degerinin saptanmasi i¢in bilgisayarda %
inhibitdér degeri kullanilarak Regresyon Analiz Egrisi ¢izildi ve sonuglar ICsg
seklinde verildi.

3.2.2.3. Inhibitérlerin sudaki céziiniirliiklerinin hesaplanmasi

KAl’ler suda iyi ¢dziinmelidir. Etkili bir inhibitoriin %1°lik ¢ozeltide iyi

¢oziinmesi gerekmektedir. Maddelerin ¢oziiniirlikkleri 24,5 °C’de 30 dakikadan az
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olmamak sartiyla su banyolu ¢alkalayicida ¢oziindii, ¢oziinmeyen madde miktari

hesaplandi ve ¢oziiniirliik degeri g/100 ml seklinde verildi.

3.2.2.4. Tampon c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Inhibitdr aktivitelerinin 6l¢iilmesinde pH 8.3 olan 0.5 mol/l konsantrasyonunda
TRIS tamponu kullanilmistir. Bunun igin tris(hidroksimetil)amino metan bazindan
6.06g, 0.05 mol 100 ml deiyonize suda ¢oziildii. TRIZMA-HCI (Tris (hidroksimetil)
aminometanhidroklorit) 7.88 g, 0.05 mol 100 ml deiyonize suda ¢oziinmiistiir. Bir
manyetik karigtirici yardimiyla bir pH metre yardimiyla iki ¢ozelti birbirine

karistirild1 ve HCl ile pH 8.3’e ayarlandi.

3.2.2.5. Substrat soliisyonun hazirlanmasi

p-nitrofenil asetat (0.0275 g, 0.1518 mol) 1 ml asetonda ¢6ziildii ve deiyonize

su ile karistirilarak 50 ml’ye tamamlandi. Son konsantrasyon 3.0 mmol/I oldu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Sentezlenen Maddelerin Spektroskopik Yontemlerle A¢iklanmasi
4.1.1. 4-(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (7)

Bu deneyde baslangi¢ maddesi olarak 1. basamakta siilfanilamit kullanilarak 4-
(4-klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (7) sentezlenmistir. Bolim 3.2.1°de
anlatildig1r gibi sentezlendi. Literatiirde rastlanmayan bu bilesik yeni yontemler

kullanilarak karakterize edilmistir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alinmistir ve EK Sekil 1.1°de
goriilmektedir. Bu bilesigin IR spektrumu sekil 3.1°deki yapiyr desteklemektedir.
Yapiy1 destekleyen titresim bandlart sunlardir: 3356.91, 3317.98, 3219 ve 3130.28
cm’de N-H gerilmeleridir. 2967,61 cm™’deki pik ise alifatik C-H gerilmesidir.
1673.34 ¢cm’de amit bandi (-C=0)’dan kaynaklanir. 1595.14,1535.45 cm ™’ de
aromatik C=C gerilmesi vel458.29,1440.72 cm™’de alifatik diizlem ici egilmesi
goriilmektedir. 1404.40 cm™’de 3. amit bandi (C-N) gerilimi gdzlenmektedir.
1364.78 cm™’de SO, asimetrik gerilmesi, 1326, 1253, 1183, 1174 ve 1154 cm ™’ de
alifatik C-H diizlem ici egilmesi gozlenir. 745.44 cm'’de C-Cl gerilmesinden

kaynaklanan pik gozlenir.
4.1.2. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (8)
Bu calismada baslangic maddesi olarak 1. basamakta elde edilen 4-(4-
klorobiitanoilamino)-benzensiilfonamit ile metilpiperidin reaksiyona sokularak; 4-(4-

metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit  elde  edilmistir.  Sentezleme

islemleri Sekil 3.2.” de anlatilmistir. Elde edilen bilesigin yapisi asagida anlatilacagi
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gibi IR, '"H NMR, ""C NMR, kiitle spektroskopisiyle ve elementel analizle
aydinlatilmistir.

Bu maddenin, reaksiyon bittikten sonra TLC kullanilarak tek spot
gozlenmesiyle ve tek erime noktasinin gdzlenmesine dayanilarak safsizlik icermedigi

kanisina varilmustir.

Elde edilen saf (8) bilesiginin elementel analiz sonuclari cizelge 4.1’de
verilmistir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan yiizde atom agirliklart ile teorik
olarak hesaplanan yilizde atom agirliklarimin degerlerinin Sekil 3.2°deki yapiy1

destekledigi goriilmektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alinmistir. (8) bilesiginin IR
spektrumu Ek Sekil 1.2 gosterilmistir. Yapiyr destekleyen pikler sunlardir: 3313,
3238, 3196, 3118 ve 3056 cm™ gerilimleri amin ( N-H ) pikleridir. 2953, 2917, 2850,
2825 ve 2870 cm™’deki pikler alifatik C-H gerilmeleridir. 1681 cm™’deki pik (C=0)
gerilme pikidir. 1638 cm™’deki pik N-H 2. amit band1 gerilmesidir. 1593 ve 1534
cm 'aromatik C=C gerilmelerini gostermektedir. 1319 ve 1148 cm™ deki pikler C-H
diizlem ic¢i simetri egilmelerini gosterir.1345 cm™’deki pik ise SO, asimetrik
gerilmesini gostermektedir. 1183 cm™’deki pik ise SO, simetrik gerilmesini gosterir.

1098 cm™"*deki pik C-N gerilmesine aittir. Bu spektrum yapiy1 desteklemektedir.

(8) bilesiginin DMSO igerisinde 'H NMR spektrumu EK Sekil 2.1°de
incelendiginde 10.19 ppm’ de c¢ikan singlet pikin -CONH- grubundaki protondan
kaynaklandigr ve 7.67-7.82 ppm’ de goriilen pikin ise aromatik protonlardan
kaynaklandig1 goriiliir. Ayrica 7.11-7.33 ppm’ de —SO,NH, grubundan kaynaklanan
bir pik ortaya ¢ikmustir. 2.70-2.90 ppm’deki pik metil piperidine bagh -CH,’den
kaynaklanmaktadir. 1.50-1.65 ppm’deki pik 1ise —COCH, protonlarindan
kaynaklanmaktadir. 2.20-2.45 ppm arasindaki pikler ise -CH,NCH>- protonlarindan
kaynaklanmaktadir. 1.64-1.92 ppm  -CH,CH,NCH,CH,- protonlarindan
kaynaklanmaktadir. 0.95-1.25 ppm arasindaki pik -CH,CH,CH,- alifatik protondan
kaynaklanir. 1.20-1.40 ppm’deki pik metilin bagli oldugu karbondaki protondan
kaynaklanir. 0.72—0.95 ppm’deki pik metilden kaynaklanir.
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(8) bilesiginin DMSO icinde *C NMR spektrumu Ek Sekil 3.1°de verilmistir.
Bu spektrum incelendiginde 172.30 ppm’de —CONH grubundaki karbon piki
goriilmektedir. 142.76 ppm’de benzen halkasina -NHCO- grubunun bagi oldugu
karbondan kaynaklanmaktadir. —SO,NH, grubunun bagli oldugu karbon piki ise
138’de ¢ikmaktadir. —SO,NH, grubuna gore orto konumundaki karbon piki ise
127.08 ppm’de ¢ikmistir. -SO,NH; grubuna goére meta konumundaki karbon piki ise
118.88 ppm’de ¢ikmistir. Piperidindeki azot atomuna bagl karbon (-CH,-N-) piki
58.06 ppm’de ¢ikmustir. Piperidin halkasinda azota komsu karbonlar (-CH,NCH,-)
53.87 ppm’de pik vermistir. -NCOCH, grubundaki karbon 35.03 ppm’de pik
vermistir. 34.48 ppm’de metil piperidindeki -CH,CH,NCH,CH,- karbonlarindan
kaynaklanmaktadir. 30.88 ppm’deki pik metilin baghh oldugu karbondan
kaynaklanmaktadir. 22.67 ppm’deki pik ise alifatik karbondan (-CH>CH,CH,-)
kaynaklanmaktadir. 22.34 ppm’deki pik ise metildeki karbondan kaynaklanmaktadir.

Kiitle spektrumu Ek Sekil 4.1°de verilmistir. Sentezlenen (8) bilesiginin
molekiil agirligir 339 g/mol’diir. Temel pik spektrumda 340.2 m/z’de ¢ikmistir.
Metilpiperidindeki azot bag1 koparak 242.2 m/z’de pik ortaya ¢ikmistir. Daha sonra
(N-C) bag1 koparak 172.2 m/z’de pik vermistir.

Yukarida agiklanan spektrumlar bilesigin yapisini1 desteklemektedir.
4.1.3. 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9)

Bu sentezde 1. basamakta elde edilen 4-(4-klorobiitanoilamino)-
benzensiilfonamit ile pirrolidin reaksiyona sokularak (9) bilesigi elde edilmistir.
Sentezleme iglemleri Boliim 3.2.3’te anlatilmustir. Elde edilen bilesigin yapis1 IR, 'H
NMR, "C NMR, kiitle spektroskopisi ve elementel analiz kullamlarak

aydmlatilmistir.

Bu sentezledigimiz madde TLC kullanilarak, ¢esitli ¢coziiciilerde yiiriitiilmiis ve

tek spot gdzlenmesine dayanilarak safsizlik igermedigi kanisina varilmistir.
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Elde edilen (9) maddesinin elementel analiz sonuglart Cizelge 4.1°de
verilmistir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan yiizde kiitleleri ile teorik olarak

hesaplanan yiizde kiitleleri Sekil 3.2.3’teki yapiy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleriyle alinmustir. (9) bilesiginin
spektrumu Ek Sekil 1.3’te verilmistir. Yapiyr tanitan pikler sunlardir: 3283, 3238,
3172, 3096 ve 3036 cm™’deki amin N-H pikleridir. 2686, 2603 ve 2517 cm™ pikleri
alifatik C-H gerilmelerine ait piklerdir. 1701 cm™ (C=0) grubuna ait 1. amit band
gerilmesidir. 1672 cm™’deki gerilme ise 2.amit band: gerilmesi olan N-H gerilmesine
aittir. 1591, 1537 ve 1501 cm™ aromatik C-C gerilmesinden kaynaklanan piklerdir.
1463 cm™deki gerilme ise alifatik diizlem i¢i gerilmesine ait piktir. 1337 cm™*deki
pik SO, grubuna ait asimetrik gerilmedir. 1183 cm™’deki pik SO, grubuna ait
simetrik gerilme pikidir. 1315 ve 1156 cm™’deki pikler C-H diizlem ici simetri

egilmelerini gosterir. 1098 cm™’de ¢akan pik alifatik C-N gerilmesinden kaynaklanr.

(9) bilesiginin DMSO igersindeki 'H NMR spektrumu Ek Sekil 2.2’de
gosterilmigtir. Bu spektrum incelendiginde 10.36-11.45 ppm arasindaki singlet pikin
amitteki protondan kaynaklandig1 goriiliir. 7.66-7.97 ppm’de goriilen pikin aromatik
protonlardan kaynaklandigr goriilmektedir. 7.17- 7.43 ppm’de cikan pik ise —
SO,NH; grubundaki protonlardan kaynaklanmaktadir. 3.00-3.38 ppm civarindaki pik
pirrolidindeki azota komsu -CH,- grubundan kaynaklanmaktadir. 2.40-2.60 ppm
arasindaki pik ise -CH,NCH;- ve -COCH»- protonlarinda kaynaklanir. 1.60-2.10
ppm arasindaki pik -CH,CH,CH,- protonlarindan ve pirrolidindeki -
CH,CH,;NCH,CH,- protonlardan kaynaklanir.

(9) bilesiginin DMSO icindeki *C NMR spektrumu Ek Sekil 3.2°de verilmistir.
171.14 ppm’deki pik CONH grubundaki karbondan kaynaklanir. 142.56 ppm’deki
pik ise SO,NH, grubuna gore para konumundaki karbondan kaynaklanir. 138.63
ppm’deki pik ise -SO,NH, grubunun bagli oldugu karbon atomundan kaynaklanir.
127.09 ppm’deki pik -SO,NH;’ye goére orto, 119.02 ppm’deki pik ise meta
konumundaki es karbonlardan kaynaklanir. 53.69 ppm’deki pik pirrolidindeki azota
bagli karbondan, 53.27 ppm’deki pik ise halkadaki azota komsu iki karbondan
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kaynaklanir. 33.54 ppm’de ¢ikan pik karbonile baglh alifatik karbondan
kaynaklanmaktadir. 23.17 ppm’deki pik ise pirrolidindeki -CH,CH,NCH,CH,;-
karbonlarindan kaynaklanmaktadir. 21.48 ppm’deki pik de karbonil grubuna baglh

karbondan kaynaklanmaktadir.

Kiitle spektrumu Ek 4.2°de gosterilmistir. (9) bilesiginin molekiil agirligr 311
g/mol’diir. Spektrum incelendiginde temel pikin 314.1 m/z’de ¢iktig1 goriilmektedir.
Pirroliin kopmasiyla 241.1 m/z’de bir pik gézlenmektedir.

Tiim bu spektrumlar bilesigin yapisini acik bir sekilde dogrulamaktadir.
4.1.4. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10)

Bu c¢alismanin 2. basamaginda baslangi¢ maddesi olarak (7) maddesi
kullanilarak 1-metilpiperazinle reaksiyona sokularak (10) maddesi elde edilmistir.
Sentezleme islemleri Bolim 3.2.4° ayrintili olarak agiklanmistir. Elde edilen
bilesigin yapist IR, "H NMR, *C NMR, kiitle spektroskopisiyle ve elementel analizle

aydmlatilmistir.

Bu madde reaksiyon bittikten sonra ¢oziicii sistemleri kullanilarak TLC’de tek
spot gézlenmis ve sabit erime noktasina sahip oldugu gézlenmistir. Bunlar maddenin

safsizlik icermedigine isarettir.

Elde edilen (10) saf maddesinin elementel analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Bu maddenin analiz sonuglar1 ve teorik olarak hesaplanan yiizde atom

agirliklar arasinda bir uyum vardir. Bu da 6nerilen yapiy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri iginde alinmistir ve IR spektrumu Ek
Sekil 1.4’te verilmistir. Bu spektrumun pikleri yapiy1 desteklemektedir. 3333 cm™’de
¢ikan pik aminlerden kaynaklanir. 2947 ve 2811 ecm™’de ¢ikan pik alifatik C-H
gerilmelerinden kaynaklanan piklerdir. 1693 ¢cm™’de ¢ikan pik 1. amit bandindan,

C=0; 1677 cm"de ileri gelen pik de 2. amit bandindan N-H Gerilmesinden ileri
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gelen piklerdir. 1593 cm™*deki pik aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1501
cm’deki gerilme alifatik diizlem ici egilmesinden C-H kaynaklanir. 1360 cm™*deki

pik SO, asimetrik gerilimi ve 1179 cm™’deki pik SO, simetrik geriliminden
kaynaklanan piklerdir. 1152 ve 1097 cm™’deki pikler piperidindeki C-N

geriliminden kaynaklanirlar.

(10) bilesiginin 'H NMR spektrumu  DMSO igerisinde Ek Sekil 2.3°te
verilmistir. Spektrum incelendiginde 10.22 ppm’de singlet pikin —CONH-
grubundaki protondan kaynaklandigi goriilmektedir. Ayrica 7.59-8.ppm arasindaki
pikin aromatik protonlardan kaynaklandigi goriiliir. Yine 6.91-7.56 ppm’deki pikin
ise -SO,NH, grubundaki protonlardan kaynaklandigi belirgin bir sekilde
goriilmektedir. 2.47-2.58 ppm arasindaki pik metil piperazine bagl (—CH»-) metilen
protonlarindan kaynaklanir. 2.17-2.46 ppm arasindaki dubletin tripletleri ise metil
piperazindeki —CH,- protonlardan ve karbonile bagli metilen (-CH,-) kaynaklanan
piklerdir. 1.99-2.17 ppm’deki pik ise metil piperazindeki metil grubundaki
protonlardan kaynaklanmaktadir. 1.62-1.87 ppm’deki multiplet pik —CH,CH,CH>-
grubundaki piklerden kaynaklanir.

(10) bilesiginin DMSO igersinde BC NMR spektrumu Ek Sekil 3.3°te
verilmistir. Bu spektrum incelendiginde 172.26 ppm’de —CONH- grubundaki
karbondan kaynaklanmaktadir. 142.75 ppm’de ise benzen halkasina bagli -SO,NH,
grubuna gore para konumundaki karbondan dolay1r goriilen bir piktir. 138.42
ppm’deki pik -SO,NH, grubunun bagli oldugu karbondan kaynaklanmaktadir.
127.09 ppm’deki pik ise benzen halkasindaki -SO,NH, grubuna gore orto
konumundaki es iki karbondan kaynaklanmaktadir. 118.92 ppm’deki pik ise meta
konumundaki iki karbondan kaynaklanir. 57.68 ppm’deki pik metil piperazinin baglh
oldugu karbondan kaynaklanmaktadir. 53.08 ppm’deki pik -CH,NCH,- grubundaki
karbonlara aittir. 55.20 ppm’deki pik yine metil piperazindeki metilin baglh
bulundugu azot atomuna komsu karbonlardan kaynaklanir. 34.19 ppm’deki pik
metile ait bir piktir. 22.53 ppm’deki kimyasal kayma piki de -CH,CH,CH;-

karbondan kaynaklanir.
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Kiitle spektrumu Ek Sekil 4.3’te verilmistir. Sentezlenen (10) bilesiginin
molekiil agirlig1 340 g/mol’diir. Spektrumda temel pik 341.2 m/z’dir. molekiilde C-N
bagi kopmustur ve yeni bilesik 241m/z’de pik vermistir. Daha sonra baslangic
maddesi olan siilfanilamid 172 m/z’de ortaya ¢ikmugtir.

Yukarida agiklanan spektrumlar bilesiginin yapisini desteklemektedir.

4.1.5. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11)

Bu calismanin 2. basmak baslangi¢c maddesi olarak 4-(4-klorobiitanoilamino)-
benzensiilfonamit ile morfolin reaksiyona sokulmus ve 4-(4-
morfolinobiitanoilamino)-benzen sentezlenmistir. Sentezleme islemleri Bolim

3.2.5’te agiklanmustir.

Elde edilen bilesigin yapist IR, "H NMR, "*C NMR, kiitle spektroskopisi ve

elementel analizle aydinlatilmigtir.

Bu reaksiyon sonucunda elde edilen maddenin cesitli ¢oziiciilerde TLC’sine
bakilarak tek spot gozlenmis ve tek erime noktasina da sahip olmasindan safsizlik

icermedigi fikrine varildi.

(11) maddesinin IR spektrumu KBr tabletleri icersinde alindi. Bu bilesigin IR
spektrumu Ek Sekil 1.5’te verilmistir. Go6zlenen spektrum degerleri yapiy1
desteklemektedir. 3335, 3208 ve 3097 cm’deki pikler N-H gerilmelerinden
kaynaklanan piklerdir. 2953, 2913, 2889, 2856 ve 2815 cm’deki pikler alifatik C-H
gerilmelerinden kaynaklamir. 1659 cm™’deki pik C=0O gerilmesinden gelir. 1591 ve
1516 cm™*deki pikler aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1399, 1358, 1339,
1317, 1299,1269,1259 ve 1254 cm " deki pikler alifatik C-H simetrik ve asimetrik
diizlem ici egilmelerinden kaynaklanan piklerdir. 1180 cm™’deki pik SO, asimetrik
gerilim pikidir. 1158 cm™ deki pik SO, simetrik gerilmesinden kaynaklanir. 1136 ve
1118 cm™*deki pikler C-N pikleridir.
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Bu maddenin (11) elementel analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Analiz

sonuglariyla teorik olarak hesaplanan yiizde kiitleleri yapiy1 desteklemektedir.

(11) bilesiginin DMSO igersindeki 'H NMR spektrumu Ek Sekil 2.4’te
verilmistir. spektrum incelendiginde 10.21 ppm’deki singlet pikin —CONH-
protonundan kaynaklandigi goriiliir. 7.59-7.96 ppm’de aromatik protonlardan dolay1
pik ¢ikmistir. Ayrica —SO,NH; grubundan dolay1 7.02-7.50 ppm’de pik ortaya
cikmistir. 3.45- 3.67 ppm’deki pik morfolindeki —CH,OCH»- protonlarindan
kaynaklanmaktadir. —CH,N- grubundan kaynaklanan pik 2.45-2.55 ppm civarinda
cikmaktadir. 2.40-2.46 ppm arasindaki c¢oklu pikler morfolindeki -CH,NCH,-
protonlarindan ve -COCH,- grubundaki protonlardan kaynaklanmaktadir. 1.66-1.85
ppm arasindaki pikler ise -CH,CH>CH»-grubundaki protonlarda kaynaklanir.

Bu bilesigin C NMR spektrumu Ek Sekil 3.4’te verilmistir. Bu spektrum
incelendiginde 172.25 ppm’de —CONH- grubundan kaynaklanan pik gortliir. 142.75
ppm’de benzen halkasinda -SO,NH, grubuna goére para konumundaki karbondan
kaynaklanmaktadir. 138.40 ppm’deki pik ise -SO,NH, grubunun bagli oldugu
karbondan dolay1 ¢ikmistir. 127.12 ppm’deki pik ise orto konumundaki karbondan
kaynaklanir. 118.87 ppm’deki pik ise meta konumundaki karbondan kaynaklanan bir
piktir. 66.65 ppm’deki pik morfolindeki oksijen atomuna komsu karbonlardan —
CH,OCH;- kaynaklanir. 58.12 ppm’deki pik morfolindeki azota bagl alifatik
karbondan kaynaklanmaktadir. 53.72 ppm’deki pik morfolindeki azot atomuna
komsu karbon atomlarindan (—CH,NCH>-) kaynaklanir. 34.89 ppm’deki pik karbonil
grubuna bagl alifatik karbonundan kaynaklanirken, -CH,CH,CH,-grubundaki
karbondan 22.14 ppm’de bir pik ¢cikmuistir.

Kiitle spektrumu Ek Sekil 4.4’te verilmistir. (11) bilesiginin molekiil agirligi
327 g/mol’diir. Spektrum incelendiginde 328 m/z’de temel pik ortaya c¢ikmustir.
Yapidaki morfolin ile alifatik karbon arasindaki bag koparak olusan bilesik 240.1
m/z’de pik vermistir. Daha sonra N-C bagi koparak baslangic maddesi olan

siilfanilamit olusmustur.
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Yukarida agiklanan spektrumlar yapiy1 desteklemektedir.

4.1.6. 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (12)

Bu c¢alismada 1. basamak sonunda sentezlenmis olan 4-(4-klorobiitanoilamino)-
benzen siilfonamit ile benzil piperidin  reaksiyona sokularak = 4-(4-
benzilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit ~ sentezlenmistir. ~ Sentezleme

islemleri Boliim 3.2.6°da agiklanmustir. Elde edilen bilesigin yapist IR, '"H NMR, Be

NMR, kiitle spektroskopisi ve elementel analiz kullanilarak agikliga

kavusturulmustur.

Bu sentezledigimiz madde TLC ile ¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak yiirtitiildi ve
tek spot gozlendi. Erime noktasi tayininde de tek nokta gdzlenmesi maddemizin

safsizlik icermedigine isaret etmistir.

Elde edilen saf (12) maddesinin Cizelge 4.1°de verilen elementel analiz
sonuglariyla teorik olarak hesaplanan yiizde kiitleleri Sekil 3.6’daki yapiy1
desteklemektedir.

(12) bilesiginin IR spektrumu KBr tabletler i¢inde alindi. IR spektrumu Ek
Sekil 1.6°da verilmistir. Spektrumdaki pikler yapiy1 desteklemektedir. 3317 ve 3027
cm’de gozlenen pikler N-H gerilmesinden kaynaklanan bir piklerdir. 2935, 2848,
2812 ve 2873 cm’'*deki pikler de alifatik C-H gerilmelerinden kaynaklanir. 1673 cm’
"deki pik C=0 gerilmesinden kaynaklamir. 1594, 1493 ve 1520 cm’deki pikler
aromatik C=C gerilmelerinden kaynaklanir. 1347, 1319 ve 1152 cm ’deki pikler
alifatik C-H diizlem i¢i simetrik egilmelerinden kaynaklanir. 1118 ve 1136 cm™*deki
pikler C-N gerilmelerinden kaynaklanir.

(12) bilesiginin DMSO icersindeki '"H NMR spektrumu Ek Sekil 2.5’te

verilmistir. 10.20 ppm’de ¢ikan singlet -CONH grubunun pikidir. 7.6-7.8 ppm’de
gozlenen pikler ise aromatik protonlardan kaynaklanan piktir. 6.89-7.46 ppm
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arasindaki pikler -SO,NH, protonlarindan ve piperidine bagli benzen halkasinin
protonlarindan kaynaklanan piklerdir. 2.70-2.90 ppm’de ¢ikan pik -CH,NCH,-
grubundaki protonlardan kaynaklanmaktadir. 2.45-2.55 ppm’deki pik ise piperidin ile
benzen arasidaki metilen -CH,NCH,- grubunun ve karbonile bagli karbondaki
protonlardan —COCHa- pikidir. 2.21-2.45 ppm arasindaki pikler piperidin halkasidaki
metilen gruplar1 azot atomuna bagli metilen gruplarindan kaynaklanir. 1.65-1.85 ppm
arasindaki pik benzil gurubunun bagl oldugu piperidin karbonundaki tek protondan
kaynaklanir. 1.33-1.60 ppm arasindaki pik ise alifatik metilen -CH,CH,CH,-
grubundaki protondan kaynaklanan bir piktir. 0.90-1.20 ppm arasindaki pikler de -
CH,CH,CHCH,CH;- grubundaki protonlardan kaynaklanir.

(12) bilesiginin DMSO igerisindeki *C NMR spektrumu Ek Sekil 3.5’te
verilmigtir Bu spektrum incelendiginde 172.31 ppm’de —CONH- grubundan
kaynaklanan pik goriliir. 142.78 ppm’de benzen halkasinda -SO,NH,; grubuna gore
para konumundaki karbondan kaynaklanmaktadir. 140.84 ppm’deki pik benzildeki
metilen grubunun bagli oldugu karbondan kaynaklanir. 138.41 ppm’deki pik ise -
SO,NH,; grubunun bagli oldugu karbondan dolay1 ¢ikmistir. 129.46-129.42 ppm’deki
pik ise benzil piperazindeki orto ve meta konumundaki karbonlardan kaynaklanir.
128.55 ppm’deki pik -SO,NH, grubuna gore orto konumunda, 127.09 ppm’deki pik
ise meta konumundaki karbondan kaynaklanir. 126.14 ppm’deki pik benzildeki
metilene gore para konumundaki karbondan kaynaklanir. 118.89 ppm’deki pik ise
benzen halkasinda -SO,NH, grubuna gore meta konumundaki karbonlardan
kaynaklanir. 58.02 ppm’deki pik piperidine bagl karbondan -CH,-N- kaynaklanir.
53.77 ppm’de pik ise piperidindeki azota komsu olan -CH,NCH,- grubundaki
karbonlardan kaynaklanir. 46.26 ppm’deki pik benzildeki metilenden —CH,-
kaynaklanir. 42.91 ppm’deki pik benzildeki metilenin bagli oldugu piperidindeki
karbondan kaynaklanir. 37.92 ppm’de goriilen pik karbonile bagli olan metilenden -
COCH,- kaynaklanir. 32.22 ppm’de goziiken pik piperidindeki metilen
karbonlarindan -CH,CHCH,- kaynaklanir. 22.79 ppm’deki pik ise alifatik karbondan

kaynaklanir.
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Cizelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin kod numaralari. kapali formiilleri, molekiil agirliklari,
erime noktalari, verimler ve elementel analiz sonuglari

Molekiil Erime

Bilesikler Agirliklart  Elementel Analiz/Teorik Sonuglar ~ Noktasi Verim

Kod Kapali

Numarast Formiilii g/mol %C %H %N %S °C %

8 Ci6HpsN3O3S - 339 56.55  6.87 12.14  8.97 209 26
56.61  7.42 12.38 945

9 C4H;N3O5S - 311 48.03  5.81 1198  8.74 203 72
54 6.8 1349 103

10 CisHuN,O3S 340 49.73  4.63 15.16  8.32 189 41
5292  7.11 1546  9.42

11 C4H;N3O,S 327 52.19  4.79 1248 9 179 50
51.36 647 12.83  9.79

12 CypHpN303S 415 64.52  6.89 9.97 6.97 169 63

63.59  7.03 10.11  7.72

4.2. Biyolojik Calisma (in vitro) Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bilesiklerin veya ilaglarin aktiviteleri K; ya da ICso degerleri ile ifade edilir. K;
degeri bilesigin inhibisyon katsayisidir. ICsy degeri enzimin % 50’sini inhibe etmesi
icin gereken bilesigin konsantrasyonudur. I1Csy degerinin saptanmasi i¢in Bovine
karbonik anhidraz enzimi kullanildi. ICsy degerlerinin saptanmasi 3. Bdliimde
anlatilmistir. Bilgisayarda % inhibitor degeri kullanilarak regresyon analiz egrisi

cizilmistir ve sonuglar ICsy seklinde verilmistir.
Elde ettigimiz bilesiklerin inhibitor aktivitelerini saptamak amaciyla

inhibitorsiiz ortamda (blank) enzimin p-nitrofenilasetadi hidrolize ederek p-

nitrofenile doniistiirmesi ve inhibitdrlii ortamda enzimin p-nitrofenilasetadi p-
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nitrofenile doniistiirmesi UV- visible spektrometresinde incelenmistir. Gézle goriilen
olayda enzim {izerine substrati eklenince inhibitorsiiz ortamdakine gére daha fazla
sar1 bir renk gdzlendi. Inhibitérlii ortamda ise daha az bir sar1 renk gozlendi. Bu da

inhibitdrlerin enzime baglanarak inhibe ettigini kanitlamistir.

1.4 -
—e— Blank
1.2 1 Siifanilamit Y = 0.0023x - 0.0109
—.— nilami
e 1 Hhanta R? = 0.9995
S
> 0.8 -
2
5 0.6 -
<
0.4 y = 0.0009x + 0.1072
2 _
0.2 1 R? = 0.9999
0 T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (sn)

Sekil 4.1. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl olarak siilfanilamitli ve
blank ortamda absorbsiyon degisimi

Sekil 4.1.°de gozlendigi gibi blank ortaminda zamanla enzimin etkisiyle 400
nm’de p-nitrofenol konsantrasyonu artarken; siilfanilamit ortaminda ayni siire i¢inde
absorbansinin diistiigii yani ayn1 zamanda konsantrasyonun da diistiglinii gosterir.

Bu da enzimle inhibitdriin ayn1 ortamda bulunmasi halinde inhibe edildigini kanitlar.
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Absorbsiyon
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Sekil 4.2. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl siilfanilamitli ve 8 numarali
bilesikli ortamda absorbans degisimi

Absorbsiyon

¢ Silfanilamit

9 Numaral Bilesik
Blank
y = 0.0008x + 0.1836
R? = 0.9999
0 100 200 300 400 500 600 700
Zaman

Sekil 4.3. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl siilfanilamitli ve 9 numarali
bilesikli ortamda absorbans degisimi
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1.5 - ¢ Blank

Slfanilamid
c
S 1 10 Numarali Bilegik
(7]
§ 0.5 - y = 0.0008x + 0.0587
< //// R? = 0.9999
0 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 4.4. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagh siilfanilamitli ve 10 numarali
bilesikli ortamda absorbans degisimi

1.6
1.4 4 ¢ Blank
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Sekil 4.5. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagl siilfanilamitli ve 11 numarali
bilesikli ortamda absorbans degisimi
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2 -4 o Siilfanilamit
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Sekil 4.6. p-nitrofenilasetatin enzim etkisiyle 400 nm’de zamana bagh siilfanilamitli ve 12 numarali
bilesikli ortamda absorbans degisimi

Sentezledigimiz tiim bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri , bolme katsayilarr ve
inhibitor aktiviteleri arastirildi. Inhibitor aktivitesi ICsp, bolme katsayist Peter/su »

sudaki ¢oziiniirliikleri ise g/100 ml olarak verilmistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen bilegiklerin bolme katsayilari, inhibitor aktiviteleri ve sudaki ¢oziiniirliikleri

Sudaki Bolme inhibitor Aktiviteleri

Bilesikler Cozuniirlukleri Katsayilari (P)
3 IC50 (nM)

(g/100 cm”) pH=7.2
Silfanilamit 0.75+0.015 0.080 76
8 Cok az 0.470 69
9 0.2 0.180 71
10 0.1 0.043 76
11 04 0.110 76
12 Cok az 0.700 73

Inhibitor aktivitesi ile ICs degeri arasinda ters orant1 vardir yani ICsy degeri
kiigiik olan bilesik daha iyi inhibitordiir. Bu sonuglara bakildiginda 10, 11 numarali

bilesiklerin inhibitdr aktiviteleri siilfanilamide esit iken; 8, 9 ve 12 numarali
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bilesiklerin inhibitdr aktivitelerinin siilfanilamitten daha iyi olduklar1 goriilmektedir.
Sentezledigimiz bilesiklerin bir kisminin inhibitor aktiviteleri klinik olarak kullanilan

siilfanilamitten daha iyidir bu da bilesiklerimizin 6nemini arttirmaktadir.

Sentezlenen bilesiklerin bdlme katsayilari Ol¢limii Hansch (1964) teknigi
kullanilarak su-eter ¢oziicii sisteminde incelendi. Elde ettigimiz bolme katsayilari
0.043-0.7 araliginda degismektedir. Sentezledigimiz tiim bilesikler g6z i¢i dokulara
iyl dagilim olmas1 i¢in gereken en az bolme katsayr degeri olan 0.01 degerini
asmustir. Bir bilesigin etkili olmasi i¢in sadece iyi bir inhibitdr olmasi yetmez ayni
zamanda 1iyi bir bolme katsayisina sahip olmasi gerekir. Sentezledigimiz bilesiklerin

hepsi oldukga iyi birer bdlme katsayisina sahiptir.

Sekil 4.7.’de goriildiigii gibi 1Csy degerleriyle bolme katsayilar1 arasinda
dogrusal bir iligki yoktur. Diger yandan bélme katsayisi ve ICsy degerlerine bakarsak
10 ve 11 numarali bilesiklerin ICsy degerleri 76 nM’dir. Bu deger siilfanilamidin ICs
degerine esittir ama 11 numarali bilesigin bolme katsayis1 0,11, 10 numaral bilesigin
bdolme katsayist 0,043 ve siilfanilamidin bolme katsayis1 0,08 dir. Gortldigi gibi
10,11 numarali bilesiklerin ve siilfanilamidin ICsy degerleri ayni iken bdlme
katsayilar1 farklidir bu da bolme katsayisi ile ICso degeri arasinda herhangi bir

iliskinin olmadigin1 gostermektedir.

0.8
0.7 A A
0.6
0.5 1
0.4 .
0.3 1
0.2 1 &
0.1 1 -

A & Cozunurlik
= Bélme Katayisi
4 Inhibitér Akvitesi

*
N He
*

Sekil 4.7. Sentezlenen bilesiklerin ¢oziiniirliikk, bolme katsayist ve inhibitor aktiviteleri arasindaki
iligki
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8 ve 9 numarali bilesikleri karsilastirilirsa 8 numarali bilesigin bolme katsayisi
0,47, ICsp degeri 69 nM; 9 numarali bilesigin bolme katsayis1 0,18, ICsy degeri
0,71°dir. Burada goriildiigii gibi 8 numarali bilesigin bolme katsayis1 biiyiik iken 1Csg
degeri 69 nM’dir. Burada 8 numarali bilesik daha iyi bolme katsayisina ve 1Csg
degerine sahiptir. Ama 8 ve 12 numarali bilesikler karsilastirildiginda 12 numarali
bilesigin bolme katsayist (0,7) daha biiyiik ICsy degeri 73 nM’dir. Yani inhibitor
aktivitesi daha diisiiktiir. Buradan bolme katsayisi ile ICsy degeri arasinda bir

iliskinin olmadig1 sonucu ¢ikartilabilir.

Sekil 4.7°ye bakildiginda bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri ile inhibitor
aktiviteleri arasinda dogrusal bir iliskinin olmadigi goriiliir. Ayrica hesaplanan
¢Oziiniirliik ile ICsy degerlerine bakilirsa 8 numarali bilesigin ¢oziiniirligli ¢ok koti
iken en iyi ICsy degerine (69 nM) sahiptir. 11 numarali bilesik ile 10 numarali bilesik
karsilastirildiginda 1Csy degerleri esitkenl1 numarali bilesigin ¢oziiniirliigli daha
biiyliktiir. Buradan ¢dziiniirliik ile inhibitor aktivitesi arasinda bir iligkinin olmadigi

goriilmektedir.

62



5. SONUCLAR ve ONERILER Mahmut EMUL

5. SONUCLAR ve ONERILER

Karbonik anhidraz enzimi Roughton ve Meldrum tarafindan 1933 yilinda
kesfedildi. Kisa bir siire sonra Mann ve Keilin siilfonamidin karbonik anhidrazi
inhibe ettigini gosterdiler. Bundan sonra bir¢ok karbonik anhidraz inhibitorii
sentezlenmistir. Bunlar arasinda hetero halkali bilesiklerin gii¢lii birer karbonik
anhidraz inhibitorii olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢alismamizda da su anda kullanilan
karbonik anhidraz inhibitorlerinden daha giigclii bilesikler sentezlenmesi
amaclanmistir ve 5 yeni aromatik siilfanilamit tiirevi yiiksek verimde ve saflikta elde

edilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilar1 Elementel Analiz, FT IR, 'H NMR, BC NMR
ve Kiitle spektroskopisi yontemleri kullanilarak aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin
inhibitdr aktiviteleri (in vitro) olgiilerek, biyolojik aktiviteleri karsilagtirilmistir.
Sentezlenen bilesiklerden 8, 9 ve 12 numarali bilesik siilfanilamitten daha 1iyi
inhibitor aktiviteye sahipken; 10 ve 11 numarali bilesikler ayni aktiviteye sahiptir.
Ayrica bdlme katsayilart da hesaplanmig ve 10 numarali bilesik disinda biitiin
bilesiklerin siilfanilamitten daha iyi bolme katsayisina sahip olduklar1 gozlenmistir.

Bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri de yapilmistir.

Sentezledigimiz bilesiklerin glokom tedavisinde kullanma amac1 oldugu icin bu
bilesiklerin in vivo ¢aligmalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalardan elde edilen bulgulara bakilirsa bu bilesiklerin antiobezit, antikanser,
antibakteriyel, antiAIDS, karbonik anhidraz inhibitorii ve antitiimér olmak iizere
bir¢ok ozellige sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu da bu bilesiklerin 6nemini bir kat

daha arttirmaktadir.

Biz de elde ettigimiz sonuglar neticesinde bu bilesiklerden en az birinin glokom

tedavisinde potent ilag olarak kullanilmasini iimit etmekteyiz.
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EKLER

EK 1 Sentezlenen Bilesiklerin FT IR Spektrumlari
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Ek Sekil 1.4. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10)’'un KBr tabletleri ile
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EK 2 Sentezlenen Bilesiklerin '"H NMR Spektrumlari
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Ek Sekil 2.1. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (8)’in DMSO igerisinde alinan 'H
NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.2. 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9) ’in DMSO igerisinde alnan 'H
NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.3. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10)’un DMSO igerisinde alinan
'H NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.4. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11)’in DMSO icerisinde alinan 'H
NMR spektrumu
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EK 3 Sentezlenen Bilesiklerin *C NMR Spektrumlari
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Ek Sekil 3.1. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (8)’in DMSO iginde alnan "*C
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Ek Sekil 3.2. 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9) *in DMSO iginde alinan *C NMR

spektrumu
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Ek Sekil 3.3. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10)’un DMSO i¢inde alinan *C
NMR spektrumu
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Ek Sekil 3.4. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11)’in DMSO i¢inde alinan >C NMR
spektrumu
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Ek Sekil 3.5. 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino]-benzensiilfonamit (12) DMSO iginde alman "*C

NMR spektrumu
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EK 4 Sentezlenen Bilesiklerin Kiitle Spektrumlar:
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Ek Sekil 4.1. 4-(4-metilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (8)’in kiitle spektrumu
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Ek Sekil 4.2. 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (9)’in kiitle spektrummu
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Ek Sekil 4.3. 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (10)’un kiitle spektrumu
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Ek Sekil 4.4. 4-(4-morfolinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (11)’in kiitle spekrumu
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Ek Sekil 4.5. 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-benzensiilfonamit (12) kiitle spektrumu
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OZET

Glokom, kontrol altina alinmazsa goéziin goérme alaninda geri doniislimii

olmayan etkilere neden olan bir hastaliktir.

Bu c¢alismada glokom tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni aromatik
siilfonamitler sentezlenmstir. Bu amagla bes yeni bilesik sentezlendi. Bunlar 4-(4-
metilpiperidinobiitanoilamino)-benzen siilfonamit, 4-(4-pirrolidinobiitanoilamino)-
benzen stilfonamit, 4-(4-metilpiperazinobiitanoilamino)-benzen siilfonamit, 4-(4-
morfolinobiitanoilamino)-benzen siilfonamit, 4-(4-benzilpiperidinobiitanoilamino)-

benzen siilfonamit bilesikleridir.
Reaksiyon takibi i¢in ince tabaka kromatografisi metodu kullanilmistir.

Sentezlenen bilesiklerin saflastirilmasi i¢in kristallendirme ve kolon
kromatografisi uygulanmistir. Elde edilen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi igin
Infrared Spektroskopisi (IR), Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (°C ve 'H
NMR), Kiitle Spektroskopisi ve Elementel Analiz ile aydinlatilmistir.

Ayn1 zamanda sentezlenen maddelerin inhibitor aktiviteleri (in vitro), ICs,
UV-VIS spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Bu bilesiklerden bazilar1 siilfanilamitten
daha 1iyi aktiviteye sahipken; bazilarinin ise aymi degerlere sahip olduklar

gbzlenmistir.

Ayrica sentezlenen bilesiklerin bolme katsayisi dlgiimleri yapilmistir. Bélme
katsayilarina bakildiginda ise c¢ok 1iyi bolme katsayilarma sahip olduklari
goriilmektedir. Ayn1 zamanda sentezlenen bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri ve

erime noktalar1 da saptanmustir.

Sonug¢ olarak sentezlenen biitiin bilesikler iyi inhibitor aktivitelerine,

¢Oziiniirliige ve bolme katsayilarina sahiptirler. Bu bilesiklerin kilinik ¢alismalari
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yapilmalidir. Clinkii (in vitro) sonuglar bu bilesiklerin timit verici bilesikler oldugunu

gostermektedir.

Bu bilesiklerin en az birinin glokom tedavisinde ajan olarak kullanilacag:

umit edilmektedir.
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SUMMARY

Glaucoma is a disease that it may cause irreversible vision effect in the eye, if

it is not controlled.

It was synthesised novel aromatic sulfonamides for glaucoma therapy in this
work. Five new compounds, which are 4-(4-methylpiperidinobutanoylamino)-
benzene sulfonamide, 4-(4-pyrroldino butanoylamino)- benzene sulfonamide, 4-(4-
methylpiperazino  butanoylamino)-benzene  sulfonamide, 4-(4-morpholyno
butanoylamino)-benzene sulfonamide, 4-(4-benzylpiperidino butanoylamino)-

benzene sulfonamide, were synthesised for this purpose.

Thyn layer chromotography method was used to understand whether the

reaction completed or not.

Column chromotograpy and crystallisation techniques were done to purify
synthesised compounds. All the synthesised compounds were identified by Infrared
Spectroscopy (IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscpoy, Mass

Spectroscopy and Elemental Analysis.

In addition, in vitro inhibitor activities (ICsp) of the syntehsised compounds
were investigated by using UV-VIS spectrofotometer. ICs results show that inhibitor
activity (in vitro) of some of the compounds are better than sulfanilamide, some of

them are as good as sulfanilamide.

In addition, partition coefficients of the synthesised compounds were studied
as well. The results show that partition coefficients of the synthesised compounds are
very good. At the same time, water solubility and melting point of synthesised

compounds were done as well.

81



As a result, all the synthesised compounds have good inhibitor, activity (in
vitro), water solubility and partition coefficient. Clinical studies of these compounds
should be investigated. Because in vitro results show that these compounds are

promising compounds.

We hope that at least one of these compounds may be use useful for

glaucoma therapy.
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