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Bu ¢aligmanin amaci, glokom tedavisinde kullanilan yeni siilfanilamit tiirevierinin sentezi ve
sentezlenen bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin aragtirilmasidir. Bu amagla karbonik anhidraz
inhibitbrleri olan yeni siilfanilamit tlirevleri yliksek verim ve saflikta sentezlenmigtir. Bu bilesikler
sirasiyks 4-(3-metil piperazinopropanoilamino) benzenstilfonamit, 4-(3-morfolinopropanoilamino)
benzensiilfonamit, ~4-(3-pirolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit ve 4-(3-metilpiperidino
propanoilamino) benzensiilfonamit’ dir. Sentezlenen bilesiklerin yapilari, elemental analiz, FT IR, 'H
NMR,"”C NMR ve Kiitle spektroskopisi yontemleriyle aydinlatilmistir. Elde edilen bu bilesiklerin
biyolojik aktiviteleri de arastirilmistir. Karbonik anhidraz inhibitor aktiviteleri (in vitro) UV-Vis
spektrofotometre ile 6lgiilmistiir. Bu verilerle birlikte siilfanilamitlerin bolme katsayisi, sudaki
coziintrlikleri gibi gesitli fiziksel dzellikleri de incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin asetazolamit ve
stilfanilamitten daha giliglit inhibitdr olduklar: tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Glokom, Karbonik Anhidraz inhibitorleri, Siilfanilamit



ABSTRACT

MSc Thesis

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF NOVEL
DERIVATIVES OF SULFANILAMIDE FOR GLAUCOMA THERAPY

- Mustafa DURGUN

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

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hasan TURKMEN
Year: 2004, Page: 83

The objective of this work is the synthesis of novel derivatives of sulfanilamide and investigation of
their biological activity for glaucoma therapy. Novel sulfanilamide derivatives as inhibitors of
carbonic anhydrase was synthesized in the work. All novel sulfonamides were synthesized in high
yield and purity. These compounds are 4-(3-methylpiperazinopropanoylamino) benzenesulfonamide,
4-(3-morpholinopropanoylamino) benzenesulfonamide, 4-(3-pyrrolidinopropanoylamino) benzene-
sulfonamide and 4-(3-methylpiperidinopropanoylamino) benzenesulfonamide. The structures of
synthesized compounds were identified by elemental analysis, FT IR, 'H NMR, "°C NMR and Mass
Spectra. Biological activities of these compounds have also been investigated. Carbonic anhydrase
inhibitory activities (in vitro) were measured by UV-Vis spectrofotometry. These data were then
correlated with various physical properties of the sulfonamides including solubility of the compounds
in water and partition coefficient. The synthesized compounds were found to be more potent inhibitor
than acetazolamide and sulfanilamide.

KEY WORDS: Glaucoma, Carbonic Anhydrase Inhibitors, Sulfanilamide
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1. GiRIS Mustafa DURGUN

1. GIRIS

Goz hastaliklar icinde korliige en fazla glokom neden olur (% 15-20).
Genellikle ytiksek géz tansiyonunun neden oldugu glokom .hastahgl halen sanayi
toplumlarinda en 6nde gelen korlitk nedenlerinden biridir. Su anda diinya {izerinde
yaklagik olarak 67 milyon insan da bu hastalifin mevcut oldugu tahmin edilmektedir
(Quigley, 1996). Hasta sayisina bakildiginda (yaklagik Tiirkiye niifusu) hastaligin
boyutu ve tehlikesi daha iyi anlagilacaktir, ABD’ de korlerin %10-11 bu hastaliktan
dolay1 gozlerini kaybetmislerdir (Liesegang, 1996). 1977 de bu hastahik igin 440
milyon dolar harcanmug ve ayrica isyerlerinde 1.9 milyar dolar kadar da zarar tespit
edilmigtir. 1978 yilinda yapilan bir aragtirmaya gére Amerika da bir milyondan fazla
glokom hastas1 vardir. Glokom halk sagligi i¢in 6nemli bir sorun olup tedavi
yontemlerinin bir an 6nce bulunmasi gereken bir hastaliktir. Baylara nazaran
bayanlarda daha sik goriilmektedir. ABD ’de her yil yaklagik 2 milyon insan bu
hastaliktan dolay1 g6z kliniklerine bas vurmaktadir ve su anda hala etkin bir tedavi
yontemi ve ilaci bulunamamistir (Quigley, 1996). Bulunan ve uygulanan tedavi
yontemleri daha gok erken teshise yoneliktir. Diger durumlarda kullanilan ilaglar ise
cogunlukla topikal (damla) olmadigindan ve yan etkisi fazla oldugundan sadece acil
durumlarda kullanilmaktadir. Bulunan topikal ilaglar da halen kullamilmakta olup
glokom tedavisi i¢in kesin bir ¢dziim bulunamamistir. Mann ve Keilin (1940),
glokom tedavisi i¢in ilk karbonik anhidraz inhibitérii olan Siilfanilamit (1) bilesigini
sentezlediler.

SO,NH,

H,N
0y
Glokom tedavisi i¢in gozdeki basincin diigiiriilmesi i¢in 1956 yilindan beri

sulfonamitler kullanildi (Maren, 1987). Baslangigta diiiretik olarak kullanilan oral
Karbonik Anhidraz Inhibitdrleri’ nin Goz i¢i Basincim da azalttign ilk kez 1954
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yillinda Becker tarafindan bildirilmistir. Yine aym yil glokom tedavisi igin karbonik
anhidraz inhibitérii olan Asetozolamit (Acetazolamide) (2) sentezlenmis olup ve

halen glokom tedavisi igin tablet olarak kullanilmaktadir (Becker,1954).

H
N S SO,NH,
H;C \\( \( >/
N—N
0

(2)

Ilk topikal karbonik anhidraz inhibitér olan Dorzolamit (3) 1995 yilinda Maren

tarafindan sentezlenmigtir (Maren, 1995).

O,
HiC S S
| / SOzN HZ
NHC,H;
3)

Ayrica bu konu ile ilgili Ingiltere'de calismalar yapilmis ve su anda
kullanilmakta olan ilaglardan biyolojik aktivitesi yaklasik on kat daha iyi olan ilaglar
sentezlenmistir (Tiirkmen, 1998). Bu ilaglarin invivo ve in-vitro ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak bugiine kadar yapilan ¢alismalardan bazilari
kaynaklar kisminda belirtilmigtir (Maren, 1995; Tirkmen, 1998; Supuran ve

Scozzafava, 2000; Maren, 1967; Sugrue, 2000; Chen ve ark., 2000; Scozzafava ve
ark., 1999).

Sentezlenecek bilegiklerin beklenen 6zellikleri asagidaki gibi siralanabilir.

Enzimlere kars: yiiksek aktivitede olmasi,

Yag icindeki ¢6ziintirliigiintin istenilen seviyede olmasi,
Su ve yag’ da ki ¢6zlintirliiklerin dengede olmasi,

Sudaki ¢6ziniirltigiintin en az % 3g/ml seviyesinde olmas,
Go6ze uyumlu olmasi,

Yan tesirinin olmamasi en azindan minimum seviyede olmasi,

N RN

Topikal (damla) olmast.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Goziin Yapist ve Glokom
2.1.1. Goziin yapisi

Glokomun nasil olustugunu anlamak i¢in 6nce goziin yapisini biraz tammak
gerekir (Sekil 2.1, 2.2). Goziin gevresi sklera denen beyaz, dayamikli bir zarla
cevrilidir. Isik, gbziin 6n kismindaki saydam kornea tabakasindan géziin igine girer.
Bu kornea tabakasinin arkasindaki géze rengini veren iris tabakasi, otomatik olarak
acilip kapanarak, goziin igine giren 151k miktarim ayarlar. Irisin arkasindaki goz
mercegi 15181 gbziin arka duvarindaki retina tabakasinda fokus yapmasim saglar.
Retina tabakasindaki sinir liflerinin bir araya gelmesinden olusan gérme siniri (optik
sinir), goziin devami olarak beyine ulagir. Goz siniri, retina tabakasinin algiladigs

goriintiileri, tamnmak tizere beyine ulastirir (Gregory, 1990).

Goziin 6n boliimleri saydam g6z i¢i sivisi (humér akéz) ile doludur. Bu sivi
(humér akdz), aktif metabolik bir olay sonucu iris kékiindeki korpus siliyarede
salgilanir, burada yapilan humér akoz arka kamaraya gelir, pupilla agikligindan 6n
kamaraya geger. ve kornea-iris arasindaki agidan ¢ikarak, toplardamar sistemine
karisir (Sekil 2.1, 2.2). G6z sivisinin bu olusumu ve disar1 akisa aktif ve devamli bir
stirectir ve g6z saglig1 icin bu olusum ve disar1 akis denge halinde olmalidir. Bu g6z
i¢i sivis ile bildigimiz goz yas1 arasinda higbir iligki yoktur. Goz i¢i sivisi yine
gbzdeki toplardamar sistemine akar, goz dis1 ile bir baglantis1 yoktur. Géziin igindeki

basing (g06z igi basinct) goziin igindeki sivi miktarina baghdir (Andag, 1998).
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Sekil 2.2. Goziin yapist

2.1.2. Glokom

Glokom, goz i¢i basincimin yiikselmesi nedeniyle gérme sinirinin giderek
zayiflamasina ve buna bagl olarak fonksiyonel bozukluklarin ve tahribatin ortaya
¢tkmasina ve boylece gérme kaybina yol agan ciddi bir hastaliktir. Diger bir deyisle
papillada ¢ukurlasma ve atrofi (organlarin beslenme bozukluklari veya fonksiyon
-eksikligi sebebiyle hiicrelerin hacminin veya sayisinin azalmasi sonucu kiigiilmesi)
ile gorme alaminda degisikliklere yol agan bir "optik néropatidir" (Andag, 1998;
Shields, 1987; Maren ve ark., 1983; Bengisu, 1990; Hitching; 1978).

2.1.3. Giz ici basmai ve glokom olugumu

On ve arka kamaray: dolduran kamaralar sivisinin kornea ve skleraya yaptigt
basinca, goz i¢i basinci denir. Bu basing normalde 20-21 mmHg arasindadar.
Kamaralar sivis1 korpus siliyarede iiretildikten sonra %80'i, iridokornean agidaki
trabekiiler yoldan ve Schlemm kanalindan, %20'si de uveoskleral yoldan gozi

terkeder. Goz igi basincr arttikga hasar geligim riski de artar (Shields, 1987).

Kamaralar sivisimin {iretim debisi ve dig akima karsi olan direngler, géz igi
basincim etkiler (Goldmann formiilii):

P=Fx R+ Pv @2.1)
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P: gbz ici basincy, F: kamaralar sivis1 iiretim debisi, R: kamaralar sivist diga

akimdaki direng, Pv: episkleral venalar basinci.

Gilinimiizde, trabekiiler ve uveoskleral disa akimlarin ayr1 ayr yer aldiklan

formiil, Goldmann formiiliiniin yerini almstir.

F Uve.Ski
= T L Py
r 2.2)

P

Uve. Skl : uveoskleral diga akim kolayligi, T: trabekiiler diga akim kolaylig.

Glokom ¢ogunlukla, goz i¢i basincinin yiikselmesi sonucu olusmaktadir.
Yukanida bahsettigimiz sivi sistemi dogru calismamaktadir. Bir dengesizlik
olusmustur. Siliyer cisim, normalde oldugu gibi siirekli g6z i¢i sivist olusturmaktadir,
ancak sivimin g¢ikig yollarinda tikanikliklar olusmustur. Bir bagka deyisle; musluk
stirekli agiktir, ancak lavaboda tikamklik vardir. Mutfakta bu durum, suyun
tagmasiyla sonuglanacaktir, goz iginde ise, bu fazla sivinin kagacag bir yer olmadig
icin fazla siv1 ile orantili olarak goziin igindeki basing yiikselecektir. Bu yiiksek goz
i¢i basinc1 yavas yavas goz sinirinde harabiyete neden olabilir. G6z sinirini,
goriintiileri beyine tasiyan bir kabloya benzetirsek, bu kablonun zarar gérmesi
goriintiilerde, yani gérmemizde bozukluga, ileriki asamada kérliife neden olacaktir

(Andag, 1998; Shields, 1987; Maren ve ark., 1983; Bengisu, 1990; Hitching; 1978).

2.1.4. Glokomun smiflandiriimasi

I-Primer (Birincil) glokom
a-Ag¢ik A¢ili Glokom
b-Kapali Agili Glokom
II-Konjenital Glokom
I11-Sekonder (ikincil) Glokom
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2.1.4.1 Primer glokom

Humoér akoziin yapimi, gézdeki sirkiilasyonu ve gozii terk etmesindeki patoloji
sonucu ortaya ¢ikan gdz i¢i basinci (GIB) artmasina baglidir. Humér akoéz, aktif
metabolik bir olay sonucu korpus siliyarede yapilir. Bu formasyonda siliyer
kapillerlerdeki kan basinci diizeyinin, plazma onkotik basincinin rolii vardir. Burada
yapilan humdr akoz arka kamaraya gelir, pupilla agikligindan 6n kamaraya geger, 6n
kamaray: olusturup &n kamara agisina (iridokorneal agi) gelir (Andag, 1998;
Bengisu, 1990).

Humor akoziin % 80’1 agida trabekiiliim yolu ile Schlemm kanali’na, buradan
da ako6z venler ile vendz dolagima Katilir. % 20 oraninda ise disa akim uveo-skleral
yol ile olur, koroidea, sklera ve korpus siliyaredeki vendz dolagim ile suprakoroideal

araliga geger (Andag, 1998; Bengisu, 1990).

a) Primer acgik acili glokom

G6z Tansiyonunun % 901 Agtk Agili Glokom'dur ( AAG ) ve ¢ok sinsi bir

hastaliktir! Yani;

o AAG' bir goz disaridan tamamiyle normal gériiniir
» AAG' i bir goziin anlagilabilmesi i¢in mutlaka Géz Tansiyonu' nun

Ol¢tilmesi gerekir

Bu tiir glokomda, ya korpus siliyarede salgilanan gbz i¢i sivismin (humor
akdziin) yapiminda fazlahk ya da diga akiminda bir direng s6z konusudur. Dis akima
olan bu direng de ya trabekulumda, “Schlemm Kanali”na gegistedir veya trabekiiliim
fonksiyoneldir, yada toplardamar sistemine geciste bir direng vardir. Yani iris-
kornea agisinda yavas iletleyen bir tikamklik soz konusudur, gz igi stvisinn disarn
akigina kars1 direng artmistir. Fakat 6n kamara agis1 daima genis ve agiktir (Andag,
1998; Bengisu, 1990).

Kimler Risk Altinda?

1. 45 yasin Ustlinde olup, diizenli olarak doktora gitmeyenler,
2. Stres altindakiler,
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Seker Hastalari,

Hipertansiyon Hastalar1,

Ailesinde Glokom hastas: olan kisiler,

Sigara kullananlar,

Miyop Hastalar (6zellikle 3.00 D. nin tizerinde olanlar),

Diizenli gekilde kortizon tiirevi hormon kullananlar,

e e A U

Goziine darbe almis kisiler,

10. Siyah irktan olanlar.

b) Primer kapah acili glokom (Akut act kapanmas: glokom)

Gozin icindeki korpus siliyarede salgilanan g6z igi sivisinin (humér akdziin)
disa akiminin ani olarak tikanmasi ile birlikte, g6z i¢i basincinin ani olarak siklikla
tek tarafli olarak artmasi, agr ve agir gorme kaybiyla ortaya ¢ikan ve 6n kamara
agisimin kapali olmasina bagli olarak ortaya ¢ikan bir glokom tiiriidiir. Ag1 kapali
oldugu igin humor akéziin, mekanik bir blokaj sonucu disa akimi zorlagsmaktadir.

Goz i¢i basincinda ani ve asir yiikselme olur (Andag, 1998; Bengisu, 1990).

Semptonlar ve Belirtiler; Prodromal devredeki belirtiler gecici gérme keskinliginin
diismesi, bag ve gbzdeki agri ve isiklarin ¢evresindeki renkli halelerdir. Akut krizi
ani gorme kaybi, gozde zonklayic1 tarzda ve sinirin duyu lifleri dagilim balgesine
dogru dagilan ani bir agn ile ortaya ¢ikar. Bulanti ve kusma siklikla beraber gériiliir
ve hastaya gastrointestinal hastalik olarak yanlis tam1 konulabilir. Ust géz kapaginda
odem, gdz yasarmasi, kornea c¢evresindeki kizariklik, g6z kiiresini saran
konjunktivada kizariklik, bir §lglide genisler ve hareketsiz bir gozbebegi bulunur.
Komea bulamktir, 6n kamara dar ve humor akéz bulaniklik nedeniyle géz dibi
goriilmez. Gz i¢i basinc1 oldukga yiiksektir. Belirtiler t1ibbi tedaviden sonra kaybolur
fakat tekrar ortaya ¢ikabilir. Her ani krizde gérme azalmasi ilerlemekte ve gérme
alant daralmaktadir. Durum her iki gézde de olabilir (Andag, 1998; Shields, 1986;
Maren ve ark., 1983; Bengisu, 1990; Hitching; 1978).
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2.1.4.2. Konjenital glokom

Dogustan ortaya ¢ikan bir glokom tiiriidiir. En sik neden 6n kamara agisinda
mezodermal doku kalintisidir. Siklikla intrauterin hayatta olay sonlanmig olup
bebekler gérme hissine sahip degildirler. Konjenital glokom iki gézde birden
goriilir, tek gozde go6rilmesi enderdir. Yeni dogan bebeklerde tek gozde
gorildiigiinde, konjenital bebeklik ¢agi tiimorlerinden ayirici tani gerektirir. On
kamara agisindaki rudimente olmayan mezodermal doku ¢ok yogun degilse, klinik
tablo postpartum ortaya ¢ikar, fakat daima ilk 6 ay icinde semptom ve bulgu verir
(Andag, 1998; Bengisu, 1990; Hitching, 1978).

En erken belirtisi fotofobi (1s1k fobisi) dir. Daha sonra yavas yavas goéz
biiylimeye baslar. Bebekte 10-10.5 mm olan kornea ¢ap1 12-14 mm’ye kadar ulasir.
Buna ‘buftalmus’ denir. Olayin intrauterin hayatta sonlandig1 durumlarda, buftalmus
dogumda belirgindir. Eriskin glokomunda yiiksek GIB, gozde en zayif bslge olan
optik disk ve gevresini area kribrozay: ¢oktiirmektedir. Bebekte ise goz biitiinii ile
zay1f oldugundan biiylimektedir, lens bu biiylimeye katilamaz, bu halde iris diafrarm
sallanir, buna ‘iridodonesis’ denir. On kamara derinligi normalden genistir. GIB
yiiksek oldugundan humér akdz kornea lamelleri arasina sizar, kornea 6demine yol

acar (Andag, 1998; Bengisu, 1990; Hitching, 1978).

Belirtileri

1. Iri gozlii,
Goziin 6n kism gri renkli olan,
Gozleri kirmizi ve yagh olan,
Isiktan rahatsiz olan,
Goz bebekleri hizla biiyiiyen,
Az yemek yiyen,

N o v W

Huzursuz ve siirekli aglayan ¢ocuklar.
2.1.4.3. Sekonder glokom

Sekonder glokom’da, gézde gbz i¢i basincimin yiikselmesine neden olan bir

hastalik vardir. Bu, degisik nedenlerle olusan goz i¢i kanamalar, goz i¢i iltihaplari,

9
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seker hastaligi, goze gelen darbeler (travma), ileri dénemdeki katarakt gibi ¢ok
degisik sebeplerle olabilir. Gozdeki gegmiste olugmus bir yaralanma, iltihabi g6z
hastaliklar1, kortizon tedavisi, seker hastaliginin g6z tahribat1 gibi ¢esitli durumlar da
g0z i¢i basincinin ylikselmesine ve glokoma neden olabilirler (Andag, 1998; Shields,
1987; Bengisu, 1990).

2.1.5. Tedavi

Glokom hastalarinda tedavi yaklasimiari ve bu konudaki aragtirmalar ¢
noktada yogunlagmaktadir;
1- G6z i¢ basincimin diigtiriilmesi,
2- Okiiler kan akim1 bozukluklarinin diizeltilmesi,

3- Noron korunmasi,

Okiiler kan akimimin diizeltilmesi ve néron korunmasina yonelik ¢alismalar
yogun sekilde devam etmekte ancak hentiz bu konularda net bir tedavi yaklagim
belirlenmis degil. Giincel tedavi yaklasimlar goz i¢ basincim diisiirmek y6niindedir.

Goz igi basincin belirleyen ii¢ temel olay s6z konusudur;

a) Siliyer cisimden hiimér akéz tiretim hizi,
b) Trabekiiler ag ve schlemm kanalindan himdér akéz’ iin disa akimma karst
olan direng,

c) Episkleral damarlarda basing diizeyi

Goz i¢i basincim azaltmak igin iki yol vardir.
- Humér ako6z tiretim hizim azaltmak,
- Humor akéz disa akimin artirmak.

Tibbi tedavide kullanilan ilaglar bu iki sekilde géz i¢i basincr diigiirmektedir.
Asagidaki yiiksek risk durumlarindan en az biri mevcutsa bu hastalarda da tedaviye
derhal baslamak gerekmektedir (Bengisu, 1990).

10
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2.1.6. Glokomda risk faktorleri

1. Belirgin derecede yiiksek gtz ici basinci,
2. Pozitif aile 6ykiisii,

3. Miyopi,

4. Diabetes mellitus ( Seker hastalif),

5. Kardiovaskiiler hastalik,

6. Irk (Zenciler yiiksek risk grubunda),

7. Asimetrik optik disk ¢canaklagmasi,

8. Optik diskte ¢anaklagmanin biiytik olmasi,

9. Erken nonspesifik gérme alam degisiklikleri.

Tedavi yaklagimlarinda en az yan etki olusturacak hasta i¢in en az riskli ilaglar
segmeye dikkat edilmelidir. Ayrica segilen ilacin fayda ve zarar oramim iyi
hesaplanmahdir. Ornegin gérme alaninda ve optik sinirde belirgin bir zarar saptanan
hastada sistematik karbonik anhidraz inhibitorlerini kullanmak yerindeyken, gorme
alan1 kayb1 ve optik diskte ¢anaklagmanin heniiz tam gelismedigi bir hastaya bu
ilaglarin verilmesi durumunda hasta yan etkiler agisindan olduk¢a riskli konuma
diigmektedir (Oragli, 2001).

Kronik bir hastalik olan glokomda tedavide basarili olmak i¢in hasta uyumu
¢ok onemlidir. Asagida sayacagimiz bazi 6zellikler hasta uyumunun kotii olmasina
zemin hazirlamaktadir (Oragli, 2001).

1. Asemptomatik (belirtisiz) bir hastaliktir. Bu nedenle hasta rahathkla
tedaviyi inkar edebilir,

2. Kronik bir hastaliktir. Uzun siire tedavi gerektirir,
3. Cogu olguda birkag ilacin bir arada kullanilmas1 gerekir,

4. Glokom ilaglan pahalidir,

11
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5. llaglarin uygulanmas: zahmetlidir,
6. Tedavinin yaran hasta tarafindan acikca fark edilmiyor,
7. llaglarin mevcut sistematik ve lokal yan etkileri,

8. Tedavi yaklasimlar hastanin uyumunu artiracak yénde olmalidir.

Tedavide hedef g6z i¢i basincim optik sinirin daha fazla hasar gérmesini
engelleyecek diizeye indirmektir. Yakin zamana kadar hedeflenen géz i¢i basinci
degeri 21 mmHg. idi. Ancak giinlimiizde bu gegerli degildir. Hedeflenen goz ici
basinci degeri her hasta i¢in bireysellestirilmelidir. Hastada glokoma bagli harabiyet
ne kadar fazlaysa géz ici basincini o kadar diisiik tutmaya ¢aligmaliy1z. Ornegin gok
ileri dlizeyde zarar gérmis optik diski olan bir hastada g6z i¢i basinci 15 mmHg’ nin

izerinde olmamalidir (Andag, 1998; Shields, 1987; Bengisu, 1990).

2.1.7. Goz i¢i basmer (GiB)

Geleneksel anlayisa gore yiikselmis GIB hastaligin esasim olusturmaktadir.
Ancak su anki bilgilerimize gore GIB glokom da hasara sebep olan tek faktér degil
fakat bilinen en 6nemli risk faktériidiir ve suan ki bilgilerimiz dahilinde de tedavi
edilebilir tek faktordiir. Bazi ¢alismalar GIB'nin diistirlilmesiyle gorme alam kayb
ilerleme hizzimin azaldifimi gosterirken, dier bazi arastirmalarda ise GIB 6nemli
derecede azaltilsa bile glokomattz optik néropatinin (sessizce) ilerlemeye devam
ettigi gézlenmistir (Oragli, 2001). Bu baglamda 2 ayri klinik ayrintinin da ¢ok iyi

bilinmesi gerekir.

1. Agik ag1 yiiksek GIB normal disk ve normal gérme alam ile karakterize
okiiler hipertansiyon (OH).

2. Agik agili normal kabul edilen sinirlar i¢inde GIB, fakat tipik disk ve gérme
alam degisiklikleri ile karakterize normal tansiyonlu glokom (NTG). Bu
onemli risk faktdrii de baz1 degiskenlikler gosterir. GIB 40 yasina kadar 1rk
gozetmeksizin sabit iken 40 yasindan sonra irka bagli olarak artar (siyah irk)

veya azalir (Japonlar), ancak kadinlarda daha yiiksek degerlerdedir. Cok

12



2. ONCEKI CALISMALAR Mustafa DURGUN

daha yaglilarda diigme egilimindedir ve birgok ¢alismada erkeklerde daha
belirgin oldugu bulunmustur.

3. 3-6 mmHg’ hk diiiretik varyasyon normal kabul gériirken 10 mmHg’ nin
istii patolojik kabul edilmektedir. Ayrica sabahlari daha yiiksek, 6gleden
sonra diisme gosterir.

4. Mevsimsel farklilik olarak yazin daha diisiik, kisin daha yiiksek degerler
bildirilmistir.

5. Postural degisiklikler de farkhilik yaratir. Yatmak veya bas asagy olma
halinde belirgin GIB yiiksekligi olusur ki bu episkleral vendz basing artisina
baglidir

6. Egzersiz sonras1 GIB diismektedir. Bunun kan pH diisiikliigii veya serum
osmolaritesindeki artisa bagli oldugu ileri siiriilmekle birlikte tam olarak
aydilatilmamugtit. Dickerman ve arkadaglarinin yapmis olduklarnn bir
¢aligmada halter kaldirma sirasinda GIB'nin ¢ok yiikseklere ¢iktig1 tespit
etmislerdir (Oragli, 2001).

13
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2.2. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik Anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) ilk defa 1933 yilinda eritrositlerde
goriildii. Bu enzim CO, nin Kkatalitik hidratasyonundan ve dehidratasyonundan
sorumludur ( Maren, 1967). Ayrica metalloenzimlerin bir iiyesi olup eritrositler dahil
birgok dokuda pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilmistir (Baydemir, 2000).
Karbonik anhidraz Zn(Il) tipi enzimlerinden en 6nemli bir enzimdir (Coleman,
1998). Karbonik anhidraz CO; nin hidratasyonunda ¢ift yonli etki yapan ve

bikarbonat iyonuna doniistliren enzimdir (Maren,1967).

KAE KAE
H,CO,

C02 -+ H20 HCO3- + H+
Insanlanda igine alan yiiksek yapih omurgalilarn ¢ok farkli doku ve
hiicrelerine yerlesmis, 14 farkhi karbonik anhidraz izoenzimi tespit edilmis ve bagh

oldugu proteinlere gére belirlenmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Chegwidden ve
ark., 2002)

Karbonik anhidraz enziminin etken yeri onu g¢evreleyen His94, His96, His119
ve su molekiiliine bagh Zn(II) dir. Karbonik anhidraz enziminin reaksiyonlarinin
katalizinde, Zn™ iyonunun bliylik 6nemi vardir. Yapilan X-ray kristalografi
sonuglari, metal iyonunun bir H,O veya OH iyonu ve ii¢ histidin rezidiisti (His-94,
His-96, His-119) tarafindan koordine edilen, aktif bélgedeki 15 A° derinligindeki bir
yangin tabaninda oldugunu gostermektedir (Sekil 2.4).

Cinkoya bagh H;O, Glu-106 rezidiisiiniin karboksilat grubuna sirayla képri
olusturan Thr-199 rezidiistiniin hidroksil grubuyla, hidrojen bag: etkilesimleri sonucu
tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko baglh su molekiillerinin niikleofilitesini
arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak igin uygun bir yerdeki CO, molekiiliine
dogru hareket etmektedir (Supuran ve Scozzafava, 2001). Asagida Karbonik
Anhidraz enziminin degisik sekilleri goriilmektedir (Sekil 2.3, 2.4, 2.5).
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X
I

Zn?
Hisoa ™ | “Hist1e
His96
Zinc(I)-1,5,9-triazacyclododecane
X=OH ,,0H"

Sekil 2.3, Karbonik anhidraz enziminin aktif kismunn sulu ¢ézeltide uygun geometrik sekli
(Kimura, 1994)

Backhone 244

/ His 119

Sekil 2.4. Karbonik anhidraz enziminin aktif yeri
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Sekil 2.5, insanda bulunan karbonik anhidraz K A(II) enziminin polipeptit yapisi. Burada Zn iyonu,
i¢i dolu olan siyah daire seklinde gosterilmektedir (Kraulis, 1991)

2.2.1. Karbonik anhidraz enziminin metabolizmadaki yeri

Karbonik anhidraz enzimi asagidaki reaksiyon zincirinde CO;’nin su ile

birlesmesini katalize eden enzimdir (Maren, 1967).

KAE

co, + H,0

H,CO;4

HCOy + H'

Olusan H,CO; kimyaca stabil bir bilesik olmadigindan tamama yakin bir
kismi iyonize olur. Bu enzim bdbrek korteksinde proksimal ve distal tiibil
hiicrelerinin ve toplayict tiibiil hiicrelerinin lumene bakan kisimlarinda konsantre
olmustur. Ayrica eritrositlerde, mide mukozasinda, gbzde korpus siliyare ve beyinde
bulunur. Karbonik anhidraz ¢ok énemli bir enzimdir. Ciinkii bobregin alkalileri
tasarruf etmesini, asidi, idrar ¢ikarmasini ve bdylece ekstraseliiler sivinin asit-baz
dengesinin korunmasim saglar. G6zde korpus siliyare’de hiimér akéziin olusumu
karbonik anhidraz enzimi tarafindan saglanir. Enzimin inhibisyonu himér akoz
salgilanmasimin azalmasina neden olur. Mide de salg: hiicrelerinde H® meydana

gelmesi yukaridaki reaksiyonla olmasidir. Fakat mide salg hiicrelerindeki karbonik

16



2. ONCEKI CALISMALAR Mustafa DURGUN

anhidraz izoenzim tiirii, asetazlolamit ve benzeri ilaglar tarafindan belirgin derecede

inhibe edilemez.

Enzim, H" ve HCO5" iin bobrekte, midede, kirmizi kan hiicrelerinde, akcigerde
pankreasta geg¢isini gerceklestirir. Viicudun bazi bolgelerinde gergeklesen bu olay

g0z icinde retinada, goz hiicrelerinde, iristeki epitel dokularda da gergeklesir.

Aynmi proses goz igindeki korpus siliare cisminde goriilmektedir. Gozdeki
hiicrelerden Na, HCOs' iyonlariyla hiimér akéza tasinir. Bu olay ozmotik basingla
olmaktadir. Ozmotik basincin dengesini saglamak i¢in su molekiilleri de hiicrelerden
hiimér akdza gegerler. Bu iki bolge arasinda hiimor akéz tarafinda tiretimine dayah
yiikselisten kaynaklanan dengesizlik olursa (yaklagik 0,2 mikrolitre min”' mmHg)
g6z i¢i basincinda (GIB) bir yiikselme olmaktadir (Maren, 1967).

Bu enzimlerin igleyisi tam olarak bilinmemektedir. Hala enzimin etkisi
anlagilmas: gili¢ bir hal i¢inde belirsizligini korumaktadir. Sistemin basitlestirilmis
uyarlamasi asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 2.6). Bu sistem beyin ve omirilikte ki

sivida ve pankreasta ger¢eklesen olaya oldukga benzemektedir (Drance ve Neufeld,
1984).

Kan Hiicre

Liimen
H Karbork { O HCO3
Anhidraz
B €O, +
az Na
Hb(hemoglobin)
Ccr
Na > Na Cr.
é _ G6z igi Sivisi
} < "~ (Akdz Hiimor)

Sekil 2.6. Gozde iyon transferleri
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Sekil 2.6.” da goriilduigi tizere kan, hiicre ve liimende gergeklesen olay basit bir
sekilde gosterilmigtir. Burada iyonlarin hiicre zarlar1 arasinda bir dengeden
kaynaklanabilecek bir gegisleri oldugu agik¢a goriilmektedir. Karbonik anhidraz
enzimi tarafindan olusan H' min bir kismi liimene ¢ogu bir kism da kanda bulunan
bazlar tarafindan tutulurlar. Burada proton NH; veya diger asidik tamponlar
tarafindan baglanirlar. Béylece ortamda amonyum (NH;") ve H;PO, ve benzeri

protonlanmig zayif asitler olusturabilirler.

2.2.2. Karbonik anhidraz enziminin metabolizmadaki katalitik mekanizmasi

Son altmis yildir yapilan ¢aligmalar sonucu, karbonik anhidraz enziminin
katalitik mekanizmas: aydmlatilmaya g¢aligitlmigtir. Bu ¢alisma sonuglarna gére,
karbonik anhidraz enziminin metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢ozelti
ortaminda kararh olmas: ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire
bekletilmesi gibi avantajli 6zellikler sahip oldugu anlagilmistir. Bolgede Zn*? iyonu
ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Ikinci olarak da, aktif bdlge
yakimindaki amino asitler, proton verici ve proton gradiyenti olusturacak sekilde

diizenlenmiglerdir (Supuran ve Scozzafava, 2001)

Karbonik Anhidraz Enziminin ilk bulunusundan sonra onun hakkindaki bilgiler
¢ok hizli bir sekilde artmigtir. 1940 yilinda Mann ve Keilin enzimi 6kiiz kanindan
elde etmiglerdir (Mann ve Keilin, 1940). 10 litre kandan 250 mg saf protein elde
edilmistir. Enzimin aktivitesinin yukanda bahsedildigi gibi Zn*? iyonlanyla ilgili

oldugu belirtilmistir. Her bir enzimde bir Zn*? atomu vardr.

Karbonik anhidraz hidrolizleyici etkisine sahip bir enzimdir (Maren ve ark.,
1983). Cinkoya baglh H,O, Glu-10 6érezidiistiniin karboksilat grubuna sirayla koprii
olusturan Thr-199 rezidiistintin hidroksil grubuyla, hidrojen bag: etkilesimleri sonucu
tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekiillerinin niikleofilitesini
arttirmakta ve molekiil niikleofilik atak igin uygun bir yerdeki CO, molekiiliine
dogru hareket etmektedir (Supuran ve Scozzafava, 2001).

Karbonik anhidraz’in hidroliz mekanizmasi1 daha detayl olarak asagidaki

sekillerde gosterilmistir. Karbonik anhidraz enziminde bulunan Zn(OH), ve H,O’nun
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karbon CO,’ye nasil etki ettigi asagidaki genel reaksiyon denklemleri tizerinde daha
iyi anlagilacaktir (Sekil 2.7a, b) (Briganti ve ark., 1997).

O

lOGG]uSS Cf (ga

a) Baslama basamag R j:
%8His H

[ Y- 2+ ¢

Hlsmuml n—Q
H9His H

b) Hipotetik reaksiyon mekanizmas

A

2
@Znt— o + CO, AN H
- Nﬁ\ L) b1 Znt—q
NH - CO,
BH™ (Et)y
j[ (ii) “
:B (iv)

Thr'??

N
HN=N T Z;‘j-\ ===
Q
Oy
3]
“ HCO;
e

Sekil 2.7. Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi

Baglama basamaginda Histidin-64 Zn’ye Su molekiili ilizerinden
baglanmaktadir. Zn’ye bagli su molekiilinde bulunan bir Proton Histidin-64
proteinine gegmektedir (i). Ikinci agamada ise ortamdaki kuvvetli baz Histidin-64 de
bulunan protonu koparmaktadir (ii). Olusan Zn(OH) (hidroksit ligandi) CO;’ ye ¢ok

hizlh etki eder ve gegis halini olusturur (iii). Bu gecis halinden sonra tiriin kompleksi
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olugur (iv). Son olarak tiriin kopleksinde bulunan HCO5" su ile ¢ok hizli bir sekilde

yer degistirir(v). Bu olay metabolizmada devamli olmaktadir.

Yukanida agiklamaya ¢aligtigimiz karbonik anhidraz’in katalitik reaksiyon
mekanizmasi birka¢ reaksiyon adimlari lizerinden gergeklesmektedir (Sekil 2.8)
(Pocker ve Stone, 1967).

- .H (9 2+
=0, ¢ Zr—OH,  + HCO,
4 0

\HO‘H

Hie ST
o= Zr2lg— + ‘c
Llis -~}
(A
I-lliu ’
Hln_znzlo..c
|

\
His o

s
His ’ O

L}
His— %n?:-o'-{- wt 4+ 0-C

His H H \O

E.OH + CO, + Hy0 =s————= EH,0 + HCO;

E.Hzo E—— H*. E.OH_

H*"E.OH + B EEmn———— E.OH" + BH?'

Sekil 2.8. Karbonik anhidraz enziminin katalitik reaksiyon adimlari. E:enzim, H".E: enzimin
protonlanmis sekli, B ve BH bazik tampon
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2.3. Karbonik Anhidraz Inhibitérleri

Karbonik anhidraz inhibit6rleri, kimyasal olarak‘ siilfonamitlerin degisik
tiirevlerini olusturan ajanlardir. Dogrudan karbonik anhidraz enzimini inhibe ederek
ve daha kiiq;ﬁk bir oranda asidoz olugturarak hiimor akdz salgilanmasini azaltmak
suretiyle gbz igi basincini diigtiriirler. Karbonik anhidraz inhibitdrleri, sistematik
olarak verildiklerinde akut glokomlarin kisa siireli tedavisinde fayda saglasalar da,
uzun siireli kullanimlarda genellikle yiiksek gérme kaybi riski tasiyan hastalar icin
rezerve edilmistir. Miyotiklerle kombine edildiklerinde gayet iyi ilave etki

olustururlar (Oragli, 2001).

Karbonik anhidrazin en gii¢lii organik inhibitérleri, aromatik ve heteroaromatik
stilfonamitlerdir. Siilfonamitler kimyasal R-SO,NH; yapisina sahiptir. Burada R,
genellikle aromatik ve heteroaromatik halka sistemidir. Sulfonamitlerin en g¢arpici
6zelliklerinden birisi,

R-SO,NH, <— R-SO,NH" + H'

Denklemine gore kolaylikla iyonik yap1 kazanmalaridir. Bu 6zelligi karbonik
anhidraz enzimi iizerine inhibisyon etkisi i¢in son derece énemlidir. Siilfonamitler
icerdikleri bu hidrofilik bélgeye ilaveten, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik
bolgelere de sahiptirler. Siilfonamitlerin enzimle etkilesmesi, oncelikle R-SO,NH"
bilesigindeki N atomunun karbonik anhidraz enziminin aktif bolgesinde bulunan
Zn*? ile iyonik bir baglanmast ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle
inhibit6riin enzime baglanmas: ile bu etkilesme tamamlanmig olur (Maren, 1987;
Arslan, 2001)

2.3.1. Siilfonamitler

Stilfonamitler, bakteri enfeksiyonlarimin tedavisinde sistematik olarak
kullanilmis ilk etkin kemoteropitiklerdir. Penisilin’in tedaviye girmesinden 6nce
bakteri enfeksiyonlarina kargi kullanilabilecek en 6nemli ve en popiiler ilaglar teskil
ediyorlardi. Bakterisit ve daha giiglii olan penisilinlerin ve daha sonra bir ¢ok
antibiyotigin tedavi alanina girmesi ve bakterilerde siilfonamitlere zamanla diren¢

gelismesi sonucu 6nemleri ve kullanilis yerleri zamanla azalmistir,
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Siilfanilamit yada para-amino benzensiilfonamit taninmig ilk sulfa ilacidir.
Organik bilesiklerin mikroorganizmalar igin 6zel toksik 6zellige sahip olabilecegi
distintilmiistir. Ctinkii bu bilesikler baz1 bakterileri boyamada kullanilan maddelerle
ozel bir benzerlige sahip bulunan kemoterapi ilaglarimin en iyilerindendi. Bir ¢ok
laboratuar bu diislince iizerinde yogunlasti ve yiizlerce deney yapildi. Ozellikle
yiksek antimikrobial aktiviteye sahip olan bilesik Prontosildi. 1930 ortalarinda
hemen hemen dogudaki tip arastirma enstitlilerinde siilfa ilaglan ile ilgili ¢alismalar
hizla devam ediyordu. Asag: yukar1 6000 tiir siilfanilamit tiirevi hazirlandi diisiik
toksik ve yliksek antimikrobial aktivite dengesine uygun olan ilaglar bulundu.
Bununla birlikte bu siilfa ilaglarinin hem tiiberkiloz, clizam ve sitma ya kargt hemde
gangren ve strep enfeksiyonlara karsi da antibakteriyal aktiviteye sahip genis bir
alani vardi. Bu bilesiklerin etkileri II. Diinya savaginda savas alaninda test edildi. Ve
acik yaralara bolca “siilfa tozlar” m serpildi. Kesin olarak enfeksiyonlan énleyici
yonii ile birgok yasamu kurtardi. Siilfa ilaglar: kullanim alani genis olan antibiyotik
grubu arasindadir. Hala veteriner biliminde genis hayvan gruplan iizerinde
kullanilmaktadir (Carey, 2003).

Siilfonamitler insanlarda glokom gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakla
birlikte baz1 tirevlerinin bir gok tiimdr hiicresinin bilyiimesini engelleyen giiglii
inhibitorler oldugu belirlenmistir (Sugrue, 2000; Supuran ve Scozzafava, 2000).
Stilfonamitler’in metabolizmada birgok etkileri mevcuttur. Gelisen teknoloji ve
yapilan calismalar ile bu 6nemli gelisimler ortaya g¢ikmaktadir. Bizim burada
tizerinde ¢alisma yaptigimiz konu glokom tedavisi igin kullamilan ve karbonik
anhidraz enzimine kars1 inhibitér olan stilfonamit grubu tasiyan yeni bilesikleri

sentezlemek ve bu bilesiklerin in vitro biyolojik aktiviteleri (ICso )’ ni incelemektir.

2.3.2. Karbonik anhidraz inhibitérleri olan siilfonamitlerin etki mekanizmasi

Siilfonamitlerin karbonik anhidraz enzimine baglanmasi konusundaki teorik bir
¢alismada, ilk olarak Zn*? tek bagma diisiiniildiigii zaman, metal iyonuna azot ve
oksijen atomlarindan koordine oldugu belirlenmigtir. Ikinci olarak bu baglanmaya

aktif bolgede bulunan tirozin (Thr-199)’de diisiiniildiigiinde siilfonamit
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molekiilindeki -NH grubu ile Thr-199 arasinda bir hidrojen bagi olusarak daha
kararl1 yap1 meydana gelmektedir. Son olarak, karbonik anhidraz enziminin aktif
bolgesindeki baglanmada rol alan Thr-199° un yamnda, iti¢ histidin grubu da
diisiinlilerek yapilan g¢aligmalarda, Zn-OH bag kararsiz hale gegerek,
tetrakoordinasyon metal kompleksi olusur. Bunun sonucu olarak stilfonamit oksijeni,
Thr-199’un —NH grubu ile bir hidrojen bagi yaparak en kararli konformasyonu
meydana getirmektedir (Sekil 2.7, 2.9). Bu teorik hesaplamalar, enzim-inhibitér
kompleksinin (HCA-II-Asetazolamit) X-ray yapi analizi ile uyum halindedir.
Siilfonamitler arasindaki inhibitér aktivitesi farkimi ortaya koyabilmek igin, yam
aktivite iligkileri ve enzim-inhibitér bajlanma serbest enerjileri incelenmektedir..
-Elde edilen sonuglar, stilffonamit tlirevlerinin enzim ile farkli sekilde Van der wals
etkilesimlerinden dolayr K; degerlerinde 6nemli fark oldugunu géstermistir
(Roughton ve Booth,1946).

Eritrosit enziminin aynstinlmasindan sonra karbonik anhidraz’in aromatik
siilfonamitler tarafindan etkili bir sekilde inhibe edildigi bulundu. Ve dogrudan
stilfonamit grubunun enzimle bag yaptig: ileri siiriildii (Mann ve Keilin, 1940).
Stilfonamit inhibitorleri’nin kuvvetli sekilde karbonik anhidrazi tutmas: karbonik
anhidrazdaki aktif yerin stilfonamidin farkli kisimlanyla gok yénlii etkilesmesinin bir
sonucudur. Kristal yapis: siilfonamit gruplarinin Zn iyonlariyla baglanma diizenini
acik bir sekilde gostermektedir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Insanda ki KA(I) ve KA(II)’ ye asetazolamit’in baglanmasinin X-Ray cihaz ile sematik
gosterimi (Briganti ve ark.,1997)
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Enzimle karbonik anhidraz inhibitoérii ile inhibe edilmesive asagida
gosterilmistir (Sekil 2.10) (Hansch, 1985).).

Sekil 2.10. Karbonik anhidraz enziminin aktif kismmin MTS [(4S-trans)-4-(methylamino)-5,6-
dihydro-6-methyl-4H-thieno (2,3-B)thiopyran-2-sulfonamide-7,7-dioxide] ile inhibe
edilmesi. Bu sekil PDB programi ile hazirlanmistir (Hansch, 1985)

Stlfonamit grubundaki oksijen atomlarindan biri enzimin aktif kismindaki

Zn(II) iyonu ile 5. koordinasyon bagini yapar. Siilfonamit grubu, Thr-199 un amit ve

hidroksil gruplar: ile hidrojen bag1 yaparak etkilesir.

Krebs (1948) agiklamasina gére Karbonik anhidraz inhibit6rlerini -SO,NH,
grubunda farkli gruplar icermeyen (dallanmamis) aromatik ve hetero halkali
stilffonamitler en giiglii inhibitdrlerdir. Aromatik stilfonamitler hayvansal ve
bakteriyel karbonik anhidrazlarin g¢ok kuvvetli ve segici inhibitorleridir.
Siilfonamidin inhibitér etkisini, herhangi bir N-dallanmis kism diigiiriirken, etkin bir
inhibitor etkisi i¢in -SO;NH, grubunun dallanmamig olmasi kabul edilir (Maren,

1967). Biytk olasiikla bunun sebebi aktif yerin sterik engel tarafindan
kisitlanmasidur.

Mann ve Kelin (1940), Aromatik siilfonamitlerin karbonik anhidraz’ 1 yiiksek
derecede etkili inhibe ettiklerini bulmuslardir. Inhibitorlerdeki dallanmamis -SO,NH>
grubu enzimin Zn iyonuna direkt olarak baglanmaktadir. Son olarak bu yapt X-Ray
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difraksyon ve spektroskopik caligmalar tarafindan desteklenmistir (Lindskog ve
Silverman, 2000; Colemon, 1998).

2.3.3. Karbonik anhidraz inhibitorlerin simflandiriimasi

2.3.3.1. Sistematik karbonik anhidraz inhibitdrleri

Karbonik anhidraz inhibittrleri arka kamaradaki bikarbonat akimini ve
dolayistyla hiimor akdz sentezini azaltarak goz ici basincim diigiiriir. Karbonik

anhidraz enzimini inhibe eden pek ¢ok inhibitér vardir. En yaygin olanlar asagida
belirtilmistir.

a) Asetazolamit
b) Diklorofenamit
¢) Metazolamit

d) Etoksozolamit

Bu ilaglar hiimér ak6éz yapimim azaltarak goz i¢i basmcini azaltirlar.
Kullanimlarimi kisitlayan durum, yliksek oranda sistematik yan etkilere sahip
olmalaridir. Karbonik anhidraz enziminin degisik izoenzimleri vardir. Siliyer
epitelde CAII izoenzimi esas olarak bulunmaktadir. Etkinin olugmasi i¢in hedef

dokuda enzimin %99"u inhibe olmalidir.
a) Asetazolamit

Antimikrobiyal etkinlii olmayan sentetik siilfonamit tiirevidir. Mide-bagirsak
kanalindan kolaylikla absorbe edilirler. Salgilama suretiyle proksimal tiibiillerden
itrah edilerek elimine edilir. Tiibiil hiicrelerini lumene bakan yiizlerinden etkiler, bu

nedenle lumene salgilanmasi, etkinligi yoniinden dnemlidir.

Glokom krizlerinde, cerrahi sonras: glokomlarda veya diger ani goz i¢i basinc
gosteren kisa silire tedavi gerektiren sekonder glokomlarda giinde 1-2 gram
Asetazolamit (2) kullamlir. Asetazolamit plazma proteinlerine yiiksek oranda
baglanir ve idrarla hi¢ degismeden atilir, .

25



2. ONCEKI CALISMALAR Mustafa DURGUN

Asetazolamit oral olarak alindiktan bir saat sonra etkisini hemen gosterir. 1-2
saatlerinde g6z i¢i basincim diigiirmeye baglar. Tablet olarak alinan asetazolamitin
etkisi dordiincii saatte maksimuma ulasir bu arada 2-4 saatlerinde goz i¢i basinci
minimum seviyeye gelir. 4-12 saatlerinde ise asetazolamit etkinligini kaybeder ve
g6z i¢i basinci eski haline doner. Akut durumlarda 500 mg. oral doz goz ici

basincinda hizh bir disiis saglar (Aydin, 2003).
b) Diklorofenamit

Diklorofenamit (4) diger karbonik anhidraz inhibittrleri icinden daha etkili
olmayan iki stilffonamid grubu tasiyan inhibitordiir (Shrader, 1983). Asetazolamit
kullanimin yiiksek oranda yan etkilere neden olmas: yan etkisi diisiik yeni karbonik
anhidraz inhibitorlerini bulma ¢abasi dogurmustur. Diklorofenamit bu amagla
tiretilmistir. Fakat klinik ¢aligmalar ilacin asetazolamitten daha etkili olmadigim ve
yan etkiler agisindan da farkimin bulunmadigimi gostermistir. 50 mg tabletlerde
kullanilir etkisi 1 saat i¢inde baslar 3 saatte maksimuma ulasir etkisi 12 saat kadar

siirer (Maren, 1967,; Supuran ve ark.,2000).

c) Metazolamit

Bu ilagda daha az yan etkisi olan karbonik annhidraz inhibitérleri bulma
¢abalar1 sonucu gelistirilmistir. Etkisi diger karbonik anhidraz inhibitdrlerinden daha
diigiik ancak daha iyi tolere edilmektedir. flacin Neptazane ticari adiyla piyasaya
stirilmiis 25 ve 50 mg tabletleri yurt disinda vardur.
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Metazolamit (5), asetazolamide kiyasla yagda daha gok ¢Ozinilir ve plazma
proteinlerine daha az oranda baglanir. Okiiler dokulara iyi difiizyon olur. Ayrica
asetazolamitin 500 mg dozu 5-6 mmHg’ lik bir goz igi basmnci diiglisti yaparken

metazolamit diigiik dozlarda 3 mmHg’lik diistisler yapar (Shields, 1987).

Ve
AL
®

d) Etoksozolamit

Etoksozolamit (6) in-vitro klinik ¢aligmalarin da en etkili karbonik anhidraz
inhibitriidtir. Bununla beraber onun aktivitesi invivo ¢alismalarinda plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglanmasiyla azalmaktadir. 125 mg Etoksozolamit
tabletinin alinmasindan sonra goz igindeki basing 2 saat i¢inde diigmeye baslar, 1-5

saatlerinde minimuma ulagir, 12 saatten sonra temel haline tekrar déner (Aydin,

2003.)
|: | o)
E s’ﬁi‘ﬁtqqaé
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O
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2.3.3.2. Topikal karbonik anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz enzimi inhibitérlerinin lokal kullanimi 1989 yilinda ortaya
atlmigtir ve 1iyi tolore edildigi, g6z i¢i basincimi diisiirmede etkili oldugu
goriilmiisttir. 1954 yilindan beri sistemik yolla kullanilan asetazolamit, metazolamit,
ethoxozolamit ve diklorfenamit lokal bir etkiye sahip degildir (Supuran ve ark.,
2000).

27



2. ONCEKI CALISMALAR Mustafa DURGUN

Sistemik karbonik anhidraz inhibitorleri g6z igi basincini diistirmede oldukga
etkilidirler. Ancak olusturduklar1 sistematik yan etkiler kullanimlarim
sinirlamaktadir. Daha 6nce bahsedildigi gibi bu ilaglar1 kullananlarin %50’si ilaci
tolere etmektedir. G6ze direk uygulanan topikal bir karbonik anhidraz inhibit&riiniin
daha diisiik dozda daha az yan etkiyle g6z i¢i basincimi diisiirecegi diigtincesi
dogmustur. Bu amagla ilk deneysel ¢alismalar asetazolamidin topikal bir ajan olarak
kullanilmas: {izerinde yogunlasmis ancak basarilamamigtir. MK 927, Sezolamit (MK
417) ve Dorzolamit (MK 507) iizerinde deneysel calismalarin yapildig: topikal
karbonik anhidraz inhibit6rlerdir. Bunlardan dorzolamit 1995'de Trusopt ticari adiyla
piyasaya siriilmis ilk topikal karbonik anhidraz inhibitoridiir.

a) Dorzolamit

Ilk topikal karbonik anhidraz inhibitér olan Dorzolamit (3) 1995 Yilinda Maren

tarafindan sentezlenmigtir (Maren, 1995).

Sistemik karbonik anhidraz inhibitérleri gibi KAE’ yi bloke ederek hiimor ak6z
prodiiksiyonunu azaltmaktadir. Deneysel c¢aligmalara %2'lik konsantrasyonda
maksimum g6z i¢i basincim diigiiriicii etkinin gelistigini gostermistir. Dorzolamidin
etkinligi degisik hasta gruplarinda incelenmis ve en etkili oldugu hasta grubu olarak

¢ocuk hastalar oldugu belirtilmistir (Sugrue, 2000; Rosenberg ve ark., 1998).

Dorzolamidin sistemik karbonik anhidraz inhibit6rlerinde rastlanan major
sistematik yan etkilerinin olmamasi, iyi tolere edilmesi, pupil ¢apim etkilememesi,
asit baz ve elektrolit bozukluklarina neden olmamasi, kan basinci ve kardiyak
nabizda degisiklik yaratmamasi énemli olumlu &zelliklerindendir. Diger olumlu bir

ozelligi ise yapilan bazi galigmalarda ilacin retina kan akimim artirdig: gozlenmistir.

Dorzolamit’ in timolol ile birlikte kullamilmas1 ek bir etki dogurmaktadir.
Dorzolamit %0.50'lik timolol ile kombine kullanildiginda g6z i¢i basincinda

ortalama 4.2 mmHg ek diislis olmaktadur.

Dorzolamit’ in timolol ile birlikte kullamilmasinda ek bir etkinin gdzlenmesi

bu iki ilacin birlestirilerek kullanilmasi diisiincesini dogurmus ve timolol %0.50 ile
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dorzolamit % 2' nin kombinasyonu 1998’ de tedaviye sunulmustur. Topikal karbonik
anhidraz inhibit6rlerinin sistemik karbonik anhidraz inhibit6rleriyle beraber

kullanilmas1 6nerilmigtir.

Rosenberg ve arkadaslar1 (1998)'de yayinladiklan caligmalarmda sistemik
asetazolamit ve topikal dorzolamit konbinasyonunun goéz i¢i basinci azalmasi ve
hiimér ak6z formasyonu iizerindeki birlikte kullanim etkilerini arastirmuglardir.
Calismaya PAAG veya okiiler hipertansiyon tanisi almis 16 hasta dahil edilmistir.
Sonug olarak bu ¢alismada topikal dorzolamit ve sistematik karbonik anhidraz

inhibitorleri aditif bulunmamigtir ve beraber kullanimlar: 6nerilmemistir.

b) Brinzolamit

1998'de Aicon firmas: tarafindan % 1' lik konsantrasyonda Azopt ticari adiyla
tedaviye sunulmus olan Brinzolamit (7) diger topikal karbonik anhidraz
inhibitérierindendir. Dorzolamit gibi CAIl izoenzimini bloke ederek hiimér ak6z

yapimim azaltan siilfonamit tiirevi bir ilagtir (Silver, 2000).

| | 0
MeO(CH)¢” é" ”s/f-NHZ
0 0
@)

Silver ve arkadaglarimin ¢alismalarinda PAAG ve okiiler hipertansiyon tanili
572 hastada giinde 2 ve 3 kez uygulanan %l' lik Brinzolamit giinde 3 kez uygulanan
Dorzolamit %2 ve giinde 2 kez uygulanan Timolol %0.50 ile karsilagtinimis.
Hastalarin bazal ve 3 aylik tedavi sonrasindaki goz igi basinglar Olgiilmiigtiir.
Ortalama goz i¢i basincindaki azalma giinde 2 kez brinzolamit uygulanan hastalarda
3.8-5.6 mmHg bulunmustur. Dorzolamit uygulananlarda 4.3 - 5.9 mm.Hg'lik
ortalama bir diigiis kaydedilmis. Bu ii¢ sonug arasinda istatistiksel olarak bir fark

saptanmamugtir. Ancak timolol uygulanan grupta g6z i¢i basincindaki diisiis 5.2 - 6.3
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mmHg olarak 6lgiilmiis. Bu diistis diger uygulamalardan istatistiksel olarak daha

fazla oldugu goriilmiistiir.

Hastaliklarin tedavisinde ve teshisinde, karbonik anhidraz inhibitSrlerinin
onemi, glokom hastaligi tedavisi i¢in karbonik anhidraz enzimi lizerinde yapilan
inhibisyon ¢aligmalari sonucu ortaya ¢ikarilmigtir. Bu c¢alismalarda, karbonik
anhidraz enziminin kataliz mekanizmalarimin aydinlatilmasinin yam sira, bu enzimin
dokulara dagilimi ve dokulardaki hayati fonksiyonlar:i anlasilmis ve bunun
sonucunda karbonik anhidraz enziminin inhibitérleri ve aktivatdrlerinin
sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢aligmalarda ¢ok ¢esitli karbonik anhidraz enzimi
inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitérler bagta glokom tedavisinde ilag, antitimér,
agn kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi
ve manyetik rezonans belirlenmesinde diagnostik teshis metaryali, antiiilser, diiiretik
ilaglarin gelismesinde yol gosterici ve antibiyotik olarak halen kliniklerde
kullamlmaktadir. Bu sebeple, karbonik anhidraz enziminin inhibisyon
mekanizmasimn bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok biiyiikk 6nem

kazanmustir (Supuran, 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan arag ve geregler

Cam malzeme olarak; c¢esitli ebatlarda balonlar, degisik sogutucular,
damlatma hunileri, ayirma hunileri, huniler, erlenmayerler, beherler, biiretler,

kilcal borular, geri sogutucular.

Manyetik ve mekanik karistiricilar, manyetik baliklar.

Sogutucu olarak su buz banyosu, buz dolab.

Tartim igin Sartorius BP110S model hassas terazi.

Sicaklik 6lgiimleri igin -30 ile 360 °C arasim gosteren dijital termometre.
Isitma i¢in; su banyolari, tsiticiti mantolar, termostat ve yag banyosu.

0,1 ile 1 ml arasinda otomotik pipet ve pipet uglari.

Ince Tabaka Kromotografisi (TLC) igin TLC Aliminyum Plakalar DC-
Alufolien 60F 254 TLC (Merck).

UV spektroskopisi i¢in Quartz Kiivetler.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Siilfanilamit: Yeni karbonik anhidraz inhibit6rlerinin sentezinde baslangic
maddesi olarak kullanilan madde Merck firmasindan temin edilmisgtir.
3-Kloropropanoil Kloriir: 3-kloropropanoilamino benzen siilfonamidin
sentezinde kullanilan madde Merck firmasindan temin edildi.

Trietilamin (TEA): Uriin olarak elde edilecek maddelerin sentezinde baz
olarak kullanulan madde Aldrich firmasindan temin edildi.

Sodyum Asetat: 3-kloropropanoilamino benzen siilfonamidin sentezinde
tampon olarak kullanilan madde Aldrich firmasindan temin edildi.

Asetik Asit: 3-kloropropanoilamino benzen siilfonamidin sentezinde tampon

olarak kullanilan madde Aldrich firmasindan temin edildi.
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¢ Etil Alkol: Elde edilen {irlinlerin kristallendirilmesin de ve bazi sentezlerde
¢Oziicti olarak kullanildi.

e Dietil Eter: Sentezlenmis iirlinlerin ¢oktiiriilmesinde, kristallendirmede,
kullanilan madde Fluka firmasindan temin edilmistir.

e Kloroform: Coéziicli olarak kullanilan madde Fluka firmasindan temin
edilmistir.

e Tetrahidrofuran (THF): Uriinlerinin elde edilmesinde ¢o6ziicli olarak
kullanilan madde Merck firmasindan temin edilmistir.

e Diklorometan (DCM): Uriinlerin saflastirilmasinda ve ince tabaka
kromotografisinde kullanilan madde Aldrich firmasimdan temin edilmisgtir.

e n-Hekzan: Sentezlenen iiriinlerin kolon kromotografisi ile saflagtirmak igin
ve ince tabaka kromotografisinde kullamlan madde Aldrich firmasindan
temin edilmistir.

o Etil Asetat: Uriinlerin saflastinimasinda, ince tabaka ve kolon
kromotografilerinde kullanilan madde Aldrich firmasindan temin edilmigtir.

e Morfolin: Son basamak olarak karbonik anhidraz inhibitérlerinin sentezi i¢in
sekonder amin olarak kullanilan madde Merck firmasindan temin edilmistir.

e 1-Metil Piperazin: Son basamak olarak karbonik anhidraz inhibitorlerinin
sentezi igin sekonder amin olarak kullanilan madde Merck firmasindan temin
edilmigtir.

o Pirrolidin: Son basamak olarak karbonik anhidraz inhibitérlerinin sentezi
icin sekonder amin olarak kullanilan madde Merck firmasindan temin
edilmistir.

e 4-Metil Piperidin: Son basamak olarak karbonik anhidraz inhibittrlerinin
sentezi i¢in sekonder amin olarak kullamlan madde Merck firmasindan temin
edilmistir.

o Aseton: Kullamilan cam malzemelerin temizlenmesinde vyerli aseton
kullanildz.

» Sodyum Hidroksit: Tampon ¢6zelti hazirlanmasinda, pH ayarinda kullanilan
madde Aldrich firmasindan temin edildi.

o Hidroklorik Asit: Tampon ¢6zelti hazirlanmasinda pH ayarinda kullamlan

madde Aldrich firmasindan temin edildi.
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e P-Nitro Fenil Asetat: Biyolojik ¢alismada substrat ¢ozeltisi hazirlamak igin
kullanilan madde Sigma firmasindan temin edildi.

e Tris Hidroksi Metil Amino Metan: TRIS tamponunun hazirlanmas: igin
kullanilan madde Sigma firmasindan temin edilmigtir.

e Trizma Hidroklorit: TRIS tamponunun hazirlanmas icin kullanilan madde

Sigma firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan cihazlar

e pH Metre: Hanna Instruments HI 8314 pH meter.

o 'H NMR : BRUKER DPX-400, 400 MHz Dijital FT-NMR Spektrometre
TUBITAK Enstriimental Analiz Laboratuar:.

« C NMR: BRUKER Am-400 spektrometre 100 MHz TUBITAK
Enstriimental Analiz Laboratuari.

e FT-IR: Perkin elmer spektrum RXI FT-IR spektrometre.

o Elemental Analizz CHNS-932 LECO TUBITAK Enstriimental Analiz
Laboratuari.

e Kiitle Spektrometresi: Agilen 6890 CC ye bagli 5973N Mass Seltive
dedektor TUBITAK Laboratuari.

e UV-Vis Spektrometresi: Shimadzu 1601 Pc Uv- Vis Spektrofotometre.

e Etiiv: Niive F N 500, Safety Termostat.

* Erime Noktas1 Tayin Cihaz:: Stuart Scientific Melting Point Apparatus.

e Rotary Evaporator: Buchi Rotavapor-Waterbath R-114.

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

e Hassas Terazi: Sartorius BP 110 S.
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3.2. Yontem

3.2.1. Siilfa ilaclan

1930 yillarin baginda, Prontosil adli azo boyasinin antibakteriyel etkinligi
bulundu. Bunu izleyen arastirmacilar, Prontosilin antibakteriyel etkisinin bu bilesigin

bozunmasi ile olusan siilfanilamitten ileri geldigini agikladilar.

HoN Ny e
\N__@__ SONH, HoN SO,NH,

NH,

Prontosil Silfanilamit

Bakteriler, 6nemli bir biiylime faktorii olan folik asitin sentezi igin p-amino

benzoik asit’e (PABA) gereksinim duyarlar.

HZN‘QCOZH

PABA

Sillfanilamit, yapt olarak PABA ya benzediginden bakteriler tarafindan
yanlishkla alimr ve folik asit sentezi engellenen bakterinin ¢ogalmas: durur.
Hayvanlar folik asit sentezleyemediklerinden bunu besinlerden alirlar. Bakterilerin

cogalmasinmi durduran siilfanilamit, bunu kullanana zarar vermez.

Siilfanilamit  siilfa  ilaglarinin  ilkidir. Penisilin  antibiyotiklerinin
gelistirilmesine kadar stilfa ilaglari en yaygin kullanilan anti bakteriyel ilaglardi.
Biitiin stilfa ilaglar1 silfanilamitin temel yapisim1 korurlar. Bu bilesiklerin binlercesi

sentezlenmis ve antibakteriyel etkinligi denenmistir (Atkins and Carey, 1997).

Burada bizim - konumuzla ilgili olarak son zamanlarda gelisen wve
stlfanilamitte bulunan sitilfonamit grubundan kaynaklanan etkileri incelemeye
calisik. Siilfonamitler insanlarda Glokom gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakla birlikte bazi tiirevlerinin bir ¢ok tiimdr hiicresinin biiylimesini

engelleyen gii¢lii inhibitérler oldugu tespit edilmigtir. (Supuran ve ark., 2000).
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3.2.2. Sentez

3.2.2.1. 4-(3-Kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’ in sentezi

Amagladigimiz karbonik anhidraz inhibitoriine ulagmak icin Stilfanilamit (1)’
Sodyumasetat/Asetik Asit tamponu ortaminda kuru THF ¢6ziiclisti igerisinde 3-kloro

propanoil kloriir ile reaksiyonu gergeklestirildi 4-(3-Kloropropanoilamino) benzen
siilfonamit (8) elde edildi.

NaOOCCH, / H
cl cl CH;COOH ci N—@~SOZNH2
+ H2N SOzNHZ e
THF 0 °C
o) 0

8

Sekil 3.1. 4~(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’ in sentezi

Bu reaksiyon i¢in 3-kloropropanoilkloriir (1.62 g, 0.012mol) kuru THF (10
mL) ¢oziiclistinde ¢oziilerek damlatma hunisine alindi ve iki boyunlu reaksiyon
balonunda kuru THF (100 mL) iginde ¢6ziilmis Sodyumasetat (1.1 g, 0.012 mol) /
Asetikasit (1 g, 0.012 mol) tamponu ortamindaki Siilfanilamit’e (1) (2 g, 0.011 mol)
15 dakika siireyle damlatildi. Ekzotermik reaksiyonun etkisini yok etmek amaciyla
bu ¢aligma 0 °C’ nin altinda (Tuz-buz banyosunda) yapildi. Damlama bittikten 30
dakika sonra reaksiyon oda kosullarinda devam etti. Bu arada reaksiyon yan {iriint
olan Sodyum kloriirlin de ¢tktiigii gbzlendi. Reaksiyonun devam ettigi ve sonlandiZ:
Ince Tabaka Kromotografi yontemi kullanilarak belirlendi ([DCM]/[Metanol]:3/1).
Reaksiyon beklenildigi gibi devam etti ve 3 saat i¢inde reaksiyon tamamlandi. Céken
sodyumkloriir tuzu siiziilerek aynldi. Cozeltide bulunan ¢6ziici 50 °C de
evaporatrde buharlastirildi. Daha sonra elde edilen agik sarimsi madde etanol/su
(1/5) kansimindan kristallendirildi. Elde edilen iiriin, 3 defa 10 mL dietileterde
yikanarak stiziildii, vakumlu etiivde 40 °C de kurutuldu. Uriin, aseton, THF, etil alkol,
DMSO’ da ¢6ziiniir, CH,Cl,, Etilasetat’da az ¢6ziiniir, suda ¢odziinmez. Elde edilen
firtiniin kapali formiilii CgH]1N203SCl Verim: 2.3 g (% 80), erime noktasi: 228~
230 °C.
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3.2.2.2. 4-(3-metilpiperazinpropanoilamino) benzensiilfonamit (9)’un sentezi

Amagladifimiz karbonik anhidraz inhibitérine ulagsmak igin yukarida
anlatildig1 sekilde sentezlenen 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’i
TEA ortaminda kuru THF ¢oziciisii igerisinde bir sekonder amin olan 1-Metil
Piperazin ile reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon sonucunda asagida formiilii
goriilen 4-(3-metilpiperazinpropanoilamino) benzensiilfonamit (9) bilesigi elde
edildi.

/ \ Cl N SO,NH
HaC—N NH + \/\”/ 232
0
THF

45°C

TEA
4 \ H
H3C ™ N \/Y N SOzNHg
O
©)

Sekil 3.2. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)’ un sentezi

4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8). (2 g, 7,6 mmol) 20 mL kuru
THF de ¢oziinerek damlatma hunisine alindi ve iki boyunlu balon igerisinde
Manyetik kanstici-isitict yardimiyla karisan kuru THF (100 mL) de ¢6ziinmiis TEA
(1,5 g, 15,2 mmol) ortaminda 1-Metil Piperazine (1,5 g, 15,2 mmol) 15 dakika
siireyle damlatildi. Reaksiyon 0 °C de bagladi ve damlama islemi bittikten sonra oda
sicakligina getirildi. Reaksiyon oda sicakliginda ¢ok az yiriidiigii gériildii daha sonra
sicaklik 45 °C’ ye gikarildi ve geri sogutucu altinda kanstirilmaya devam edildi.
Yapilan ince tabaka kromotografisinde ([Etilasetat]/[Metanol]:4/1) 4-(3-kloro
propanoilamino) benzensiilfonamit (8)’ in bitmedigi goriildii. Reaksiyon ortamina
0,5 mmol oraninda 1-metilpiperazin sekonder amini ve TEA eklendi ve reaksiyon 48
saat i¢inde tamamlandi. Cdken ftrietilaminhidrokloriir tuzu siiziilerek ayrldi.
Cozeltideki THF evaporatérde uzaklastirildi. Elde edilen yagims: sivi madde devamli1
kanisan dietil eter lizerine damla damla ilave edildi. Uriin toz halinde ¢oktii. Bu islem

birkag kez tekrarlandi. Daha sonra iiriin (etanol/su:1/5) kanisimindan kristallendirild i
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ve sitiziildii. Uriin vakumlu etiivde 40 °C kurutuldu. Uriin, aseton, THF, etil alkol,
DMSO’ da ¢oziiniir, CH,Cly, etilasetat’da az ¢oziiniir, suda ¢6ziinmez. Elde ettigimiz
tirliniin kapali formiilii C14H22N403S, Verim: 1.61 g (% 65), erime noktasi: 199-
200 °C.

3.2.2.3. 4-(3-morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10)* un sentezi

Amagladiimz karbonik anhidraz inhibitériine ulagmak i¢in yukarida
anlatildig1 sekilde sentezlenen 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’i
TEA ortaminda kuru THF ¢6ziiciisii igerisinde bir sekonder amin olan Morfolin ile
reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon sonucu agagida formiilii gorillen 4-(3-

morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10) elde edildi.

g NH 4 \/\[r
L/

o)
THF
40°C
TEA
/N H
o N\/\”/N SO,NH,
o)
(10)

Sekil 3.3. 4-(3-morfolinopropanoil amine) benzensiilfonamit (10)’ un sentezi

4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8). (2 g, 7,6 mmol) 20 mL kuru
THF de g¢oziinerek damlatma hunisine alindi ve iki boyunlu balon igerisinde
Manyetik kargtici-1sitict yardimiyla karigan kuru THF (100 mL) de ¢éziinmiis TEA
(1,5 g, 15,2 mmol) ortaminda Morfolin (1.33 g, 152 mmol) 15 dakika siireyle
damlatildi. Reaksiyon 0 °C de basladi ve damlatma islemi bittikten sonra oda
sicaklifina getirildi. Reaksiyon oda sicakliginda ¢ok az yiiriidiigii goriildii daha sonra
sicaklik 40 °C” ye ¢ikarildi ve geri sogutucu altinda karistirilmaya devam edildi.
Yapilan ince tabaka kromotografisinde ([DCM]}/[Metanol]:4/1) 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8)’ in bitmedigi goriildii. Reaksiyon ortamina 0,5 mmol

oraninda morfolin ve TEA eklendi ve reaksiyon 48 saat iginde tamamlandi. Céken
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trietilaminhidrokloriir tuzu stizilerek aynldi. Cozeltideki THF evaporatorde
uzaklagtirildi. Elde edilen yagimsi sivi madde devamh kansan dietil eter iizerine
damla damla ilave edildi. Uriin toz halinde ¢oktii. Bu islem birkag kez tekrarland.
Daha sonra iriin (etanol/su:1/5) karisimindan kristallendirildi ve siiziildii. Uriin
vakumlu etiivde 40 °C kurutuldu. Uriin, aseton, THF, etil alkol, DMSO’ da ¢6ziiniir,
CH,Cl,, ectilasetat’da az ¢Oziiniir, suda ¢6ziinmez. Elde ettigimiz Uriiniin kapal

formiilii C13H19N304S. Verim: 1.78 g (% 75), erime noktas:: 184-185 °C.

3.2.2.4. 4-(3-pirolidinopropanoil amino) benzensiilfonamit (11)’ in sentezi

Amagladigimiz  Karbonik Anhidraz inhibitoriine ulagmak i¢in yukarida
anlatildigs sekilde sentezlenen 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’i
TEA ortaminda kuru THF ¢oziiciisii igerisinde bir sekonder amin olan Pirrolidin ile
reaksiyonu gerceklestirildi. Reaksiyon sonucu asafida formiilii gorillen 4-(3-

pirolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (11) elde edildi.

Cl H SO,NH
NH . \/\"/ 2NF2
o}
THF

45°C

TEA
H
QN \/\n/ N‘@"SOzN Hy
0

(11)
Sekil 3.4. 4-(3-pirolidinopropanoil amino) benzensiilfonamit (11)’ un sentezi

4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8). (2 g, 7,6 mmol) 20 mL kuru
THF de ¢oziinerek damlatma hunisine alindi ve iki boyunlu balon igerisinde
Manyetik kansgtici-1sitic1 yardimiyla karigan kuru THF (100 mL) de ¢6ziinmiis TEA
(1,5 g, 15,2 mmol) ortaminda Pirrolidin (1.07 g, 15.2 mmol) 15 dakika siireyle
damlatildi. Reaksiyon 0 °C de basladi ve damlama islemi bittikten sonra oda

sicakliina getirildi. Reaksiyon oda sicakliinda ¢ok az yiiriidiigii goriildii daha sonra
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sicaklik 45 °C’ ye ¢ikarildi ve geri sogutucu altinda kangtirilmaya devam edildi.
Yapilan ince tabaka kromotografisinde ([DCM]/[Metanol]:4/1) 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8)’ in bitmedigi goriildii. Reaksiyon ortamuna 0,5 mmol
oraninda Pirrolidin ve TEA eklendi ve reaksiyon 48 iginde tamamlandi. Céken
trietilaminhidrokloriir tuzu siiziilerek ayrildi. Cozeltideki THF evaporatdrde
uzaklastirildi. Elde edilen yagimsi sar1 sivi madde devamh karisan dietil eter lizerine
damla damla ilave edildi. Uriin toz halinde ¢oktii. Bu islem birkag kez tekrarlandi.
Daha sonra iirlin (etanol/su:1/5) karisimindan kristallendirildi ve siiziildii. Bu arada
firlinde bulunan san renk alkol-su kangimma gecti. Uriin vakumlu etiivde 40 °C
kurutuldu. Urlin, aseton, THF, etil alkol, etilasetat, DMSO’ da ¢éziiniir, CH,Cl, az
¢Oziiniir, suda ¢6ziinmez. Elde ettifimiz {irliniin kapali formiili C13H19N303S.
Verim: 1.3 g (% 60), erime noktasi: 166-167 °C.

3.2.2.5. 4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (12)’ in
sentezi

Amagladigimiz  karbonik anhidraz inhibitorime ulagsmak igin yukarida
anlatildify sekilde sentezlenen 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’i
TEA ortaminda kuru THF ¢éziiciisii igerisinde bir sekonder amin olan 4-
Metilpiperidin ile reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon sonucu asagida formiili

goriilen 4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (12) elde edildi.

H
Cl N SO,NH,
HaC NH 4 \/\"/
o)
THF

45°C

TEA
H
HaC—<:/\N \/\[( N——<i—-:>——sozm_|2
0

(12)

Sekil 3.5. 4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (12)” un sentezi
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4-(3-kloropropanoilamino) benzenstilfonamit (8) (2 g, 7.6 mmol) 20 mL kuru
THF de ¢6ziinerek damlatma hunisine alindi ve iki boyunlu balon igerisinde
manyetik karistici-isitic1 yardimiyla karisan kuru THF (100 mL) de ¢6ziinmiis TEA
(1.5 g, 15.2 mmol) ortaminda 4-metil piperidin (1.5 g, 15.2 mmol) 15 dakika siireyle
damlatildi. Reaksiyon 0 °C de bagsladi ve damlamé islemi bittikten sonra oda
sicaklifina getirildi. Reaksiyon oda sicakliginda ¢ok az yiirlidiigii goriildii daha sonra
sicaklik 45 °C’ ye ¢ikarildi ve geri sogutucu altinda kanigtirilmaya devam edildi.
Yapilan Ince Tabaka_ Kromotografisinde ([DCM]/[Metanol]:3/1) 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8)’ in bitmedigi goriildii. Reaksiyon ortamina 0,5 mmol
oraninda 4-metil piperidin amini ve TEA eklendi ve reaksiyon 48 saat i¢inde
tamamlandi. Coken trietilaminhidrokloriir tuzu stiziilerek ayrildi. Cézeltideki THF
evaporatérde uzaklastirildi. Elde edilen yagims: sar1 sivi madde devamli karigan
dietil eter lizerine damla damla ilave edildi. Uriin toz halinde ¢6ktii. Bu islem birkag
kez tekrarlandi. Daha sonra iiriin (etanol/su:1/5) kangsimindan kristallendirildi ve
stiziildii. Bu arada iiriinde bulunan sar1 renk alkol-su karisimina gecti. Uriin vakumlu
etiivde 40 °C kurutuldu. Uriin, aseton, THF, etil alkol, etil asetat, DMSQ’ da
coziniir, CHyCl, az ¢oziiniir, suda ¢oziinmez. Elde edilen iriiniin kapah formuili

C15H21N303S, Verim: 1.7 g (% 72), erime noktasi: 162-164 °C.

3.2.3. Biyolojik caliyma

Silfonamit inhibit6rlerinin 64 yil onceki kesfinden bu yana RSO,NH,
yapisimin Karbonik Anhidraz Enzimine kars: gli¢lii inhibe etkisi oldugu gériilmiigtuir.
Burada R Aromatik yada heteroaromatik halkal bilegiklerdir (Maren, 1967; Mann ve
Keilin 1940; Miller ve ark., 1950).

Genelde inhibitdrlerin birbiriyle kiyaslanmasinda iki sabit vardir, bunlar;

inhibitdr enzim ayrigma sabiti olan K; ve inhibitér enzim baglanma sabiti ICs, dir.

Bu ¢alismada glokom tedavisinde g6z i¢i basincin diigiiriilmesinde kullanilan
siilffonamitlerden asetazolamit, siilfanilamit ve yeni sentezlenen siilfonamitlerin in-

vitro inhibitor etkileri gosterilmistir.

40



3. MATERYAL ve YONTEM Mustafa DURGUN

Elde edilen yeni bilegiklerin sudaki ¢dziiniirliikleri, bolme katsayisi ve inhibitor
aktivitesi arastinilmustir. Inhibit6r aktivitesi I1Cso, bolme katsayisi Pee/Ps,, sudaki

¢oziiniirliigl ise g/100 mL olarak verilmistir.
3.2.3.1. Sentezlenen bilesiklerin ICsy degerinin saptanmasi

Her bir maddenin yada ilacin aktivitesi ICso degeri ile ifade edilir. Bu deger,
enzimin %50’ sini inhibe eden inhibitorin molar konsantrasyonu olarak
verilmektedir. ICsq nin saptanmasinda Aldrich Company den alinan Bovine Karbonik

Anhidraz Enzimi kullanilmisgtir.

Yapilan galigmalara uygun olarak, inhibitér aktivitelerinin l¢timiinde 348 nm
dalga boyunda enzimin etkisiyle p-nitro fenilasetatin hidrolizi incelenmistir. Burada
hidroliz sonunda p-nitro fenol olusmaktadir. (Pocker ve ark., 1967). Ancak Erel ve
Aver’ nin (2002)° de yaptig1 ¢aligmalarda p-nitro fenilasetatin enzimle etkilesmesi
sonucu olusan p-nitro fenolun pH:7.7 ile 9.1 arasinda 400 nm dalga boyundaki
maksimum absorbanst 348 nm dalga boyundakinden daha yiiksek oldugu
goritlmustiir. Bu nedenle biz elde ettigimiz bilesiklerin inhibitor aktivite dlgiimlerini
ideal pH olan 8.3 de 348 nm yerine 400 nm dalga boyunda Erel ve Avc (2002)

yontemiyle yapmaya karar verdik.
3.2.3.2. Tampon ¢ozeltisinin hazirlanmas:

Inhibitér aktivitelerinin &lgiilmesinde pH 8.3 olan 0.5 mol/L konsantrasyonun
da TRIS tamponu kullanilmistir. Bunun igin Tris (hidroksimetil)amino metan
bazindan (6.06 g, 0.05 mol) alinarak 100 mL deiyonize suda ¢ozildii. TRIZMA
Hidroklorit (Tris (hidroksimetil)amino metan hidroklorit) de (7,88 g, 0,05 mol) 100
mL deiyonize suda ¢6ziilmiistiir. Bir manyetik karistirici ve pH metre yardimiyla iki

¢Ozelti birbirine karigtirildi ve pH 8.3’ e karisim ayarlandi.
3.2.3.3. Substrat solusyonun hazirlanmasi

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

su ile karigtirilarak 50 mL’ ye tamamlandi. Son konsantrasyon 3.0 mmol/L oldu.
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3.2.3.4. ICsq degerinin saptanmasi

Asetazolamit, siilfanilamit ve sentezlenen yeni bilesiklerin (9, 10, 11, 12)
inhibitdr aktivitileri Bovine karbonik anhidraz enzimi lizerinde arastirilmigtir. 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
sentezlenen yeni bilesiklerin deiyonize su igerisinde 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mM

konsantrasyonlar1 hazirlandi.

Blank hazirlanmasi: 1 tane 400 nm de absorbans vermeyen quartz kiivet alindi
bu kiivet igine 1000 pl tris tamponundan + 100 pl deiyonizesu konuldu + enzim
kaynagindan 100 pl konuldu. hazirlanan blank kiiveti UV-VIS ‘e konuldu ve 75.
saniyede tizerine karbonik anhidraz enziminin substrati 100 ul p- Nitrofenilasetat

solusyonu eklendi. 100 sn den sonra her 50 saniyede bir 400 nm de absorbans

6lgtldii. 600. saniyeye kadar reaksiyon kinetigi gozlendi.

Inhibitorlerin enzime karsi absorbans: etkilemesi incelendi bunun igin: Kiivet
igine 1000 pl tris tamponundan + 100 pl inhibitér konuldu + enzim kaynagindan 100
pl konuldu. hazirlanan ¢6zelti kiiveti UV-VIS ‘e konuldu ve 75. saniyede iizerine
karbonik anhidraz enziminin substrati 100 pl p- Nitrofenilasetat solusyonu eklendi.

100 sn den sonra her 50 saniyede bir 400 nm de absorbans &lgiildii. 600. saniyeye

kadar reaksiyon kinetigi gézlendi.

Bu ¢alisma hazirlanan tiim siilfanilamit tiirevleri igerisinde 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mM
konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayri uygulandi ve ortalamalar1 alindi. ICsy degerinin
saptanmasi igin bilgisayarda % inhibitér degeri kullanilarak Regresyon Analiz Egrisi

cizildi ve sonuglar ICs, seklinde verildi.

3.2.3.5. Bilme katsayis: ol¢iimii

Bolme katsayis1 Olc¢limiinde, Asetazolamit, siilfanilamit, ve sentezlenen
maddelerin eter-su ¢6ziicii sistemi kullanilarak (Hansch, 1964) teknigi ile

Ol¢tilmiistiir. Bélme sayis1 agagidaki sekilde ifade edilir.
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P =C,/Cy(1-t) (3.1)

Burada P: bolme katsayis1 C,. Bilesigin eter fazindaki konsantrasyonu Ci:
bilesigin su fazindaki konsantrasyonu o: bilegigin sudaki dissosyasyon derecesi. G6z
ici dokulara iyi dagilim olmasi i¢in b6lme katsayisi degeri en az 0.01 olmalidir.
Asetazolamidin bdlme katsayis1 0.14. Umit ediyoruz ki elde ettigimiz bilesiklerin

bolme katsayisi daha yiiksek olacaktir,
3.2.3.6. Bolme katsayisimin belirlenmesi

Siilfanilamit tiirevlerinin eter ve su fazi arasindaki bolme katsayilari, fosfat
salin tamponu iginde (PBS, 0.1 M) pH 7.2 ye ayarlanms ¢ozeltileri hazirlanarak (0.5
% g/mL, 25 mg/5 mL PBS) esit hacimde 5 mL dietileter ile 5 dakikadan az olmamak
kosuluyla calkalandi. Daha sonra faz ayirim: yapilarak dietil eter agik havada
uguruldu ve geride kalan miktar PBS ile seyreltildi. UV-Vis Spektrofotometre de
absorbanslar1 §lgiilerek konsantrasyonlar1 hesaplandi. Sonuglar Cizelge 4.2.° de

gosterilmistir.

Konsantrasyonlarin hesaplanmas: i¢in 6ncelikle asetazolamit, siilfanilamit ve
sentezlenen bilegiklerin standart egrileri ¢izildi. Konsantrasyonlari belli olan
¢ozeltilerin absorbanslart &lgtildii ve Microsoft Excel programin da Konsantrasyon-
Absorbans grafigi ¢izildi. Bolme katsayisimin hesaplanmasi igin PBS ¢o6zeltisinde
hazirlanan maddelerin su ve dietileter ile ekstraksiyonu sonucu kalan maddenin
miktar1 konsantrasyonlar1 cinsinden Uv-Vis spektrofotometre de absorbanslar

olgiilerek hesaplanda.
3.2.3.7. Inhibitorlerin sudaki ¢oziiniirliiklerinin hesaplanmasi

Karbonik Anhidraz Inhibitérleri suda iyi ¢oziinmesi gerekmektedir. Etkili bir
inhibitériin %1 lik ¢6zeltide iyi ¢oziinmesi gerekmektedir. Maddelerin ¢dziiniirlikkleri
24,5 °C’ de 30 dakikadan az olmamak sartiyla su banyolu ¢alkalayicida ¢oziindil,
¢coziinmeyen madde siizge¢ kagidi yardimiyla ayrildi, kurutularak ¢éziinen madde

miktar1 hesapland: ve ¢oziiniirlik degeri g/100 cm? seklinde verildi.
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Bir bagka yontem olarak Uv-Vis spektrofotometre kullanilarak yapildi.
Konsantrasyonlarin hesaplanmasi i¢in Oncelikle asetazolamit, siilfanilamit ve
sentezlenen bilesiklerin standart egrileri ¢izildi. Konsantrasyonlar1 belli olan
¢ozeltilerin absorbanslart 6l¢iildii ve Mikrosoft Excel Programinda Konsantrasyon-
Absorbans grafigi cizildi. Coziiniirlikklerin hesaplanmas: i¢in saf suda ¢6ziinen
maddelerin absorbans degerleri 6lgiildii ve konsantrasyonlar1 bulundu oradan
¢6ziinen madde miktarina gegildi. Ve ¢oziiniirlik degeri g/100 cm? seklinde sonuglar

Cizelge 4.2.” de gosterilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Sentezlenen Maddelerin Spektroskopik Yiontemlerle Aciklanmasi

4.1.1. 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)

Bu ¢alismamin 1. basamaginda, giris maddesi olarak stilfanilamit (1) ve 3-kloro
propanoil klorlir kullanilarak Bolim 3.2.2.1° de anlatildifn gibi 4-(3-
kloropropanoilamino)  benzensiilfonamit (8) sentezlenmigtir. Literatiir de
rastlanmayan bu orijinal maddenin yapisi, ince tabaka kromotografisi, elemental
analiz, FT IR, 'H NMR, *C NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri kullanilarak
karakterize edilmistir.

Bu madde ince tabaka kromotografisi kullanilarak, ¢esitli ¢6ziiclilerde karigim
hazirlanarak yiiriitiilmiis ve tek bir madde oldugu safsizlik olmadigy anlagilmigtir.

Elde edilen 8 nolu maddenin Elementel Analiz sonuglart Cizelge 4.1.” de
verilmigtir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan ylizde atom agirhiklan ile teorik
olarak hesaplanan degerlerin birbiriyle uyumlu olmas:1 S$ekil 3.1.” de ki Snerilen
yap1iy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu KBr tabletleri ile alimmugtir. Bu maddenin IR
spektrumunda Sekil 3.1.” de verilen yapiyr destekleyen titresim bantlar1 vardir.
Siilfanilamit (1) ve onun tiirevi olan 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit
(8)’ in birbiriyle kargilagtinlmasinda (Ek Sekil 1.1, 1.2), siilfanilamitte karakteristik
olarak benzen halkasina bagli -NH, (Ar-NH,) den kaynaklanan gerilim bandi1 3375
ve 3477 cm”! de iki pikle gozlenmistir. Stilfonamit grubunda bulunan -NH, den
kaynaklanan (-SO,NH,) gerilim pikleri 3267 ve 3217 cm™ de gériilmiigtiir burada da
H bagindan dolay1 pik yayvanlasmistir. 3217 cm™” de ¢ikan pik omuz geklinde
¢ikmustir. Benzen halkasindaki (-CH=CH-) lerden kaynaklanan pikler 1500-1595 cma’
! de goriilmiistiir. (-SO,NH,) de S=0 dan kaynaklanan asimetrik gerilme piki 1143

ve 1313 ecm™ de goriilmektedir. 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8) in
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spektrumunda karakteristik olarak olusan amitin (-C=0O) dan kaynaklanan gerilim
band1 1672 em™ de, Aromatik halkada ki (-CH=CH-) kaynaklanan gerilim pikleri
1532, 1592 cm™ de, Benzen halkasindaki Ar-H de 3063 cm™ de, amitlesme
reaksiyonu sonucu aromatik halkaya bagl olan -NH, den kaynaklanan iki pik
kaybolmus yerine 3333 cm™ de tek pik olarak Amitin -N-H piki gériilmektedir. 829
cm” de ise ~C-Cl bagindan kaynaklanan pik goriilmektedir.

8 nolu bilesigin (CDCly/DMSO0:4/1) igerisinde "H-NMR spektrumu (Ek Sekil
2.1) incelendigin de 6 10.3 ppm de bir protondan kaynaklanan singlet -CONH piki
goriilmektedir. § 7.8 ppm de goriilen multiplet pik ise Aromatik ~C-H lardan
kaynaklanan 4 protonu géstermektedir. § 7.0 ppm ¢ikan singlet pik ise ~SO,NH; deki
iki protonu gdstermektedir. 8 3.87 ppm de goriilen triplet pik CICH,~ den
kaynaklanmaktadir burada DMSO dan gelen piklerle ¢akismigtir. 5 2.88 ppm de ise
triplet CH,CO daki hidrojenlerden kaynaklanan kimyasal kayma gériilmektedir.

8 nolu bilesigin (CDCl;/DMS0:4/1) igerisinde *C-NMR spektrumu (Ek Sekil
3.1) incelendigin de & 167.38 ppm de ¢ikan kimyasal kayma piki-CONH daki C
kaynaklanmaktadir. 8 140.70 ppm de goriilen kimyasal kayma —~NH baglanan benzen
halkasindaki —C dan kaynaklanmakta, § 136.92 ppm de ise —-C-SO,NH, bagh olan
benzen halkasindaki C dan kaynaklanmaktadir. Ayrica benzen halkasinda ki dért C
atomu da iki pik gosterir. Bunlar -SO,NH, tarafinda olan & 125.70 ppm, -NH
tarafinda olan 8 117.99 ppm de kimyasal kayma verir. 3 38.7 ppm de CICH,, 6 37.87
ppm de ise CH,CO kaynaklanan pikler goriilmektedir. Bu spektrumda yapiyi
desteklemektedir.

Kiitle Spektrumu (Ek Sekil 4.1) incelendiginde elde edilmis olan 8 nolu
bilesigin molekiil agirhigi 263.21 g/mol diir. Spektrumda, iyon piki olarak [M+17"
264 te gorillmektedir. [M-1]" seklinde de 262.21 olarak pik vermistir. Yapida
gosterilen amitin (-C-N-) bag koparak temel pik olarak giris maddesi olan
Stilfanilamit 172 M" seklinde kalmugtir. Ayrilan diger gurup ise 91.27 olarak sekilde
gortilmektedir.

Yukanda agiklanan spektroskopik yontemler maddenin yapisimn gosterilen
sekliyle uyum igerisinde oldugunu g&stermektedir.
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4.1.2. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)

Bu c¢aligmanin 2. basamaginda, giris maddesi olarak 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8) ve 1-metilpiperazin kullamlarak Bélim 3.2.2.2.° de
anlatildign  gibi  4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)
sentezlenmistir. Reaksiyon sirasinda TEA reaksiyon sonucu olusan HCl asiti
nétralize etmek amaciyla kullanilmugtir. Literatiir de rastlanmayan bu orijinal
maddenin yapisi, ince tabaka kromotografisi, elemental analiz, FT IR, 'H NMR,3C
NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.

Bu orijinal madde ince tabaka kromotografisi kullamlarak, ¢esitli ¢6ziiciilerde

kanigim hazirlanarak yiiriitiilmiis ve tek bir madde oldugu safsizik olmadig:
anlagilmistir.

Flde edilen 9 nolu maddenin Elementel Analiz sonuglari Cizelge 4.1.° de
verilmigtir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan yiizde atom agirliklan ile teorik
olarak hesaplanan degerlerin birbiriyle uyumlu olmasi Sekil 3.2.°de ki Onerilen
yapiy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu (Ek Sekil 1.3) KBr tabletleri ile alinmistir. Bu
maddenin IR spektrumunda Sekil 3.2.” de verilen yapiy1 destekleyen titresim bantlan
vardir. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9) de karakteristik
gruplardan kaynaklanan pikler; amitin (-C=0) dan kaynaklanan gerilim band: 1681
cm’! de, aromatik halkada ki (-CH=CH-) kaynaklanan gerilim pikleri 1535, 1592 crm’
! de, 3340 ile 3265 ve 3200 de ¢ikan pikler amin pikleridir (N-H, NH,). 2600-2946
em™ arasindakiler ise Alifatik —CH pikleridir. Alifatik —C-N lerden kaynaklanan
pikler de 1100 1150 cm™ arasindadr.

9 nolu bilesizin (CDCl3DMSO0:4/1) igerisinde '"H-NMR spektrumu (Ek Sekil
2.2) incelendiginde & 11.6 ppm de ¢ikan bir protondan kaynaklanan singlet -CONE
piki goriilmektedir. & 7.6-7.8 ppm de goriilen multiplet pik ise Aromatik ~C-H lardan
kaynaklanan dort protonu gdstermektedir. & 4.9 ppm ¢ikan singlet pik ise ~SO,NH2
deki iki protondan kaynaklanan kimyasal kaymay1 gostermektedir. 8 2.3 ppm de ise
triplet CH,CO daki hidrojenlerden kaynaklanan kimyasal kayma goriilmektedir.
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8 2.5-2.8 arasinda ortaya ¢ikan multiplet pikler N-CH, protonlarindan
kaynaklanmaktadir. 8 1.7 ppm de ise N-CHj; protonlarindan kaynaklanmaktadir.

9 nolu bilesigin (CDClyDMSO:4/1) igerisinde *C-NMR spektrumu (Ek Sekil
3.2) incelendigin de § 170.27 ppm de ¢ikan kimyasal kayma piki-CONH daki C
kaynaklanmaktadir. 8 141.15 ppm de gériilen kimyasal kayma —NH baglanan benzen
halkasindaki —CH dan kaynaklanmakta, 8 136.99 ppm de ise ~C-SO;NH; bagh olan
benzen halkasindaki C dan kaynaklanmaktadir. Ayrica benzen halkasinda bulunan -
SO,NH; ye komsu olan CH, ler den kaynaklanan kimyasal kayma § 125.70 ppm, -
NH a komsu olan -CH,- lar dan kaynaklanan kimyasal kayma & 118.12 ppm de
goriilmektedir. & 32,47 CH; iin piki, CH,CO kaynaklanan pik 6 44.8 ppm, NCH,
pikleri 8 51, 52 ve 53 ppm goriilmektedir. Bu spektrumda yapry1 desteklemektedir.

Kiitle Spektrumu (Ek $ekil 4.2) incelendiginde elde edilmis olan 9 nolu
bilesigin molekiil agirhign 327 g/mol diir. Spektrumda, iyon piki olarak (M") 327.45
te goriilmektedir. Yapida gosterilen amitin (-C-N-) bag1 koparak temel pik olarak
giris maddesi olan Siilfanilamit 172 M" seklinde ortaya gikmistir. Ayrilan diger
gurup ise 255.99 olarak sekilde gériilmektedir.

Yukanida agiklanan spektroskopik yoéntemler maddenin yapisinin gosterilen
sekliyle uyum igerisinde oldugunu géstermektedir.

4.1.3. 4-(3-morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10)

Bu g¢aligmanin 2. basamaZinda, giriy maddesi olarak 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8) ve morfolin kullanilarak Boliim 3.2.2.3.” de anlatildig1
gibi  4-(3-morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10) sentezlenmigtir.
Reaksiyon sirasinda kullanilan TEA reaksiyon sonucu olusan HCI asiti nétralize
etmek amaciyla kullanilmistir, Literatiir de rastlanmayan bu orijinal maddenin yapisi,
ince tabaka kromotografisi, elemental analiz, FT IR, 'H NMR,BC NMR ve kiitle
spektroskopisi yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.
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Bu orijinal madde ince tabaka kromotografisi kullamilarak, ¢esitli ¢oziiciilerde

kansim hazirlanarak yiiriitiilmiis ve tek bir madde oldugu safsiziik olmadi
anlagilmugtir.

Elde edilen 10 nolu maddenin Elementel Analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.°de
verilmistir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan yiizde atom agirliklar: ile teorik
olarak hesaplanan degerlerin birbiriyle uyumlu olmas: Sekil 3.3.’de ki &nerilen
yapiy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu (Ek Sekil 1.4) KBr tabletleri ile alinmistir. Bu
maddenin IR spektrumunda Sekil 3.3.” de verilen yap1y1 destekleyen titresim bantlart
vardir. 4-(3-morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10) de karakteristik
gruplardan kaynaklanan pikler; amitin (-C=0) dan kaynaklanan gerilim band: 1697
cm” de, Aromatik halkada ki (-C=C-) kaynaklanan gerilim pikleri 1527, 1592 cm™
de, 3325 ile 3100 ve 3179 de ¢ikan pikler amin pikleridir (N-H, NH,). 2600-2946
cm” arasindakiler ise alifatik —~CH pikleridir. Alifatik —C-N lerden kaynaklanan
pikler de 1100 1150 cm™ arasindadir. Alifatik —C-O lerden kaynaklanan pikler’ de
1130-1180 cm™ arasmdadur.

10 nolu bilesigin (CDCl/DMSO0:4/1) igerisinde "H-NMR spektrumu (Ek Sekil
2.3) incelendigin de 6 10.5 ppm de gikan bir protondan kaynaklanan singlet -CONH
piki goriilmektedir. 8 7.6-7.8 ppm de goriilen pik ise aromatik —C-H lardan
kaynaklanan dért protonu géstermektedir. & 7.0 ppm ¢ikan singlet pik ise —-SO,NH.
deki iki protondan kaynaklanan kimyasal kaymay1 géstermektedir. 8 3.84 ppm de ki
dort protonu CH20OCH?2, 6 2.70 ve 6 2.71 ppm de alts H -NCH?2, 8 2.5 ppm de ise,

CH2CO da iki H kaynaklanan kimyasal kayma gériilmektedir.

10 nolu bilesigin (CDCl/DMSO0:4/1) igerisinde '*C-NMR spektrumu (Ek Sekil
3.3) incelendigin de & 169.96 ppm de ¢ikan kimyasal kayma piki-CONH daki C
kaynaklanmaktadir. 8 140.89 ppm de goriilen kimyasal kayma —-NH baglanan benzen
halkasindaki —~C dan kaynaklanmakta, 8 136.74 ppm de ise —C-SO,NH; bagli olan
benzen halkasindaki C dan kaynaklanmaktadir. Ayrica benzen halkasinda bulunan -
SO,NH; ye komsu olan CHj lar dan kaynaklanan kimyasal kayma & 25.75 ppm, -
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NH’ a komsu olan CH; ler den kaynaklanan kimyasal kayma & 117.89 ppm de
gorililmektedir. CH,CO kaynaklanan pik & 32.41 ppm, NCH; pikleri 6 51.8, & 52.8
ppm de goriilmektedir OCH, piki de 6 65.34 ppm de goriilmektedir.. Bu spektrum da
yapiyr desteklemektedir.

Kiitle Spektrumu (Ek Sekil 4.3) incelendiginde elde edilmis olan 10 nolu
bilesigin molekiil agirizn 313 g/mol diir. Spektrumda, iyon piki olarak (M'+1)
314.40 ta goriilmektedir. Yapida gdsterilen amitin (-C-N-) bagt koparak temel pik
olarak giris maddesi olan Siilfanilamit 171.84 M" seklinde ortaya ¢ikmistir. Ayrilan
diger gurup ise 145.43 olarak gekilde goriilmektedir.

Yukarida agiklanan spektroskopik y6ntemler maddenin yapisimin gosterilen

sekliyle uyum igerisinde oldugunu gostermektedir.

4.1.4. 4-(3-pirrolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (11)

Bu g¢ahismanin 2. basama@inda, giris maddesi olarak 4-(3-kloropropanoil
amino) benzensiilfonamit (8) ve pirolidin kullanilarak Boliim 3.2.2.4.’de anlatildigs
gibi  4-(3-pirolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (11) sentezlenmigtir.
Reaksiyon sirasinda kullanilan TEA reaksiyon sonucu olusan HCI asiti nétralize
etmek amaciyla kullamilmigtir. Literatiir de rastlanmayan bu orijinal maddenin yapisi
ince tabaka kromotografisi, elemental analiz, FT IR, 'H NMR,>C NMR ve kiitle
spektroskopisi yontemleri kullamlarak karakterize edilmistir.

Bu orijinal madde ince tabaka kromotografisi kullamlarak, gesitli ¢oziiciilerde

kanigim hazirlanarak yiiriitiilmiis ve tek bir madde oldugu safsizlik olmadigt
anlasilmistir,

Elde edilen 11 nolu maddenin Elementel Analiz sonuglari Cizelge 4.1.° de
verilmistir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan ylizde atom afirliklan ile teorik
olarak hesaplanan degerlerin birbiriyle uyumlu olmas1 Sekil 3.4.’de ki 6nerilen
yapiy1 desteklemektedir.
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Bu bilesigin IR spektrumu (Ek Sekil 1.5) KBr tabletleri ile alinmigtir. Bu
maddenin IR spektrumunda Sekil 3.4.” de verilen yapiy1 destekleyen titresim bantlan
vardir. 4-(3-pirolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (11)’ de karakteristik
gruplardan kaynaklanan pikler; amitin (-C=0) dan kaynaklanan gerilim band1 1685
em” de, aromatik halkada ki (-C=C-) kaynaklanan gerilim pikleri 1529, 1592 cm™
de, 3353 ile 3308 ve 3200 de ¢ikan pikler amin pikleridir (N-H, NH>). 2600-2973
cm” arasindakiler ise alifatik —CH pikleridir. Alifatik —C-N lerden kaynaklanan
pikler de 1100 1150 cm™ arasmndadir.

11 nolu bilesigin (CDCly/DMSO0:4/1) igerisinde '"H-NMR spektrumu (Ek Sekil
2.4) incelendigin de 6 10.75 ppm de ¢ikan bir protondan kaynaklanan singlet -CONH
piki goriilmektedir. & 7.70-7.80 ppm de goriilen pik ise aromatik ~C-H lardan
kaynaklanan dort protonu géstermektedir. 8 7.68 ppm ¢ikan pik ise —SO,NH, deki iki
protondan kaynaklanan kimyasal kaymay: gostermektedir. & 2.90 ppm deki iki
protondan NCH,, 8 2.66 ppm de dért protondan CHpNCH2, NCH,CH,CH,CH,N
dort H kaynaklanan kimyasal kayma goriilmektedir.

11 nolu bilesigin (CDCl/DMSO0:4/1) igerisinde '*C-NMR spektrumu (Ek Sekil
3.4) incelendigin de § 169.52 ppm de ¢ikan kimyasal kayma piki ~-CONH daki C
kaynaklanmaktadir. § 140.77 ppm de gériilen kimyasal kayma —NH baglanan benzen
halkasindaki ~C dan kaynaklanmakta, § 136.63 ppm de ise —-C-SO,NHj; bagh olan
benzen halkasindaki C dan kaynaklanmaktadir. Ayrica benzen halkasinda bulunan -
SO;NH; ye komsu olan CH; ler den kaynaklanan kimyasal kayma & 125.50 ppm, -
NH a komsu olan CH; ler den kaynaklanan kimyasal kayma & 117.67 ppm de
goriilmektedir. CH,CO kaynaklanan pik & 34.04 ppm, NCH; pikleri & 52.10, § 49.81
ppm goriilmektedir pirol halkasinda ki CH, piki de & 21.92 ppm de goriilmektedir..
Bu spektrum da yapiy: desteklemektedir.

Kiitle Spektrumu (Ek Sekil 4.3) incelendiginde elde edilmis olan 11 nolu
bilesigin molekiil agirhg 298 g/mol diir. Spektrumda, iyon piki olarak (M'+1)
299.44 de goriilmektedir. Yapida gdsterilen amitin (-C-N-) bag koparak temel pik
olarak giris maddesi olan Stilfanilamit 172.01 M" seklinde ortaya ¢ikmugtir.
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Yukanda agiklanan spektroskopik y6ntemler maddenin yapisinin gosterilen
sekliyle uyum igerisinde oldugunu gostermektedir.

4.1.5. 4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (12)

Bu calismanin 2. basamaginda, giris maddesi olarak 4-(3-kloropropanoil
amino) benzenstilfonamit (8) ve 4-metilpiperidin kullamlarak Boliim 3.2.2.5.° de
anlatildifn  gibi  4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzenstilfonamit (12)
sentezlenmigtir. Reaksiyon sirasinda kullanilan TEA reaksiyon sonucu olugan HCl
asiti notralize etmek amaciyla kullanilmigtir. Literatiir de rastlanmayan bu orijinal
maddenin yap1s: ince tabaka kromotografisi, elemental analiz, FT IR, 'H NMR,”C
NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.

Bu orijinal madde ince tabaka kromotografisi kullamlarak, ¢esitli ¢oziiciilerde

kangim hazirlanarak yiiriitiilmiis ve tek bir madde oldugu safsizlik olmadif
anlagiimistir.

Elde edilen 12 nolu maddenin Elementel Analiz sonuglan Cizelge 4.1.° de
verilmigtir. Bu maddenin deneysel olarak bulunan yiizde atom agirliklan ile teorik

olarak hesaplanan degerlerin birbiriyle uyumlu olmasi Sekil 3.5.’de ki 6nerilen
yapiy1 desteklemektedir.

Bu bilesigin IR spektrumu (Ek Sekil 1.6) KBr tabletleri ile almmustir. Bu
maddenin IR spektrumunda Sekil 3.5.” de verilen yapiy1 destekleyen titresim bantlari
vardir. 4-(3-metilpiperidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (12) de karakteristik
gruplardan kaynaklanan pikler; amitin (-C=0) dan kaynaklanan gerilim band: 1682
cm™ de, Aromatik halkada ki (-C=C-) kaynaklanan gerilim pikleri 1533, 1594 cm’
de, 3345 ile 3307 ve 3200 de gikan pikler amin pikleridir (N-H, NH;). 2600-2973
cm” arasindakiler ise alifatik —CH pikleridir. Alifatik —C-N lerden kaynaklanan
pikler de 1100 1150 cm™ arasindadr.

12 nolu bilesigin (CDClyDMSO0:4/1) igerisinde '"H-NMR spektrumu (Ek Sekil
2.5) incelendigin de & 11.85 ppm de ¢ikan bir protondan kaynaklanan singlet -CONEH
piki gortilmektedir. 8 7.60-7.85 ppm de goriilen pik ise aromatik ~C-H lardan
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kaynaklanan dort protonu gostermektedir. 8 7.25 ppm ¢ikan pik ise —SO,NH, deki iki
protondan kaynaklanan kimyasal kaymayi géstermektedir. 8 2.72 ppm deki iki
'protondan NCH>, 6 2.55 ppm deki iki protondan CH,CO, & 2.24 ppm de dort
protondan CHPNCH?, 6 1.05 ile & 1.6 ppm arasinda multiplet olarak alifatik CHs, &

1.01 ppm de CH3- den kaynaklanan duplet yarilma I1 kimyasal kayma goriilmektedir.

12 nolu bilesigin (CDCly/DMSO0:4/1) igerisinde *C-NMR spektrumu (Ek Sekil
3.5) incelendigin de & 173.28 ppm de ¢ikan kimyasal kayma piki -CONH daki C
kaynaklanmaktadir. & 144.83 ppm de gériilen kimyasal kayma ~NH baglanan benzen
halkasindaki —C dan kaynaklanmakta, 6 138.24 ppm de ise —C-SO,NH; bagl olan
benzen halkasindaki C dan kaynaklanmaktadir. Ayrica benzen halkasinda bulunan -
SO;NH; ye komsu olan CH> ler den kaynaklanan kimyasal kayma & 128.70 ppm, -
NH a komsu olan CH; ler den kaynaklanan kimyasal kayma & 121.18 ppm de
goriilmektedir. CH>CO kaynaklanan pik 6 38.8 ppm, NCH; pikleri 8 54.97, 8 55.70
ppm de goriilmektedir halkada ki CH, piki de 8 32-34 ppm arasindadir. 4 23.01 ppm
de ise CHj goriilmektedir. Bu spektrum da yapiy1 desteklemektedir.

Kiitle Spektrumu (Ek Sekil 4.5) incelendiginde, elde edilmis olan 12 nolu
bilesigin molekiil agirhign 326 g/mol diir. Spektrumda, iyon piki olarak (M'+1)
327.51 de goriilmektedir. M* seklin de de 325 de pik agiga ¢ikmstir.Yapida
gosterilen amitin (-C-N-) baf koparak temel pik olarak giris maddesi olan
Siilfanilamit 172.01 M" seklinde ortaya ¢ikmmstir. Aynlan diger gurup ise 155.68
olarak gekilde goriilmektedir.

Yukanida agiklanan spektroskopik y6ntemler maddenin yapisinin gésterilen

sekliyle uyum igerisinde oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Sentezlenen siilfanilamit titrevierinin kapali formtlleri, molekiil agiriiklart (M. A. ), erime

noktalar1 (E.N.), verimleri ve elementel analiz sonuglari

Molekiil

Erime

Eiementel Analiz

Bilegikler o s Verim Sonuglari
Agirligi Noktas (Teorik) Deneysel

Kod Kapah )
Numarast Formiili g/mol c % %C %H %N %S
41.15 4.22 10.66 12.21
8 CgH11N203SCl 263 229 80 ( ) ) | ) )
4127 4.47 10.43 11.42
51.51) (6.79) (17.16 9.82
9 C14H22N403S 327 200 65 ( ) 679 | A )
51.30 7.49 16.89 9.18
49.83) (6.11) (13.41 10.23
10 C13H19N304S 313 185 75 ( ) ©&11) ) )
49.59 6.54 13.00 0.47
52.51 6.44 14,13 10.78
11 C13H19N303S 298 166 60 ( ) (644) ) )
51.63 7.72 13.43 9.86
55.36 7.12 12.91 9.85
12 C15H21N303S 326 163 72 ( ) (712) | ) )
55.17 7.44 12.70 9.13
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4.2. Biyolojik Cahsma (in vitro) Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ana siilfonamitler (6rnegin; asetazolamit, diklorofenamit ve etoksozolamit)
60 yildir glokom tedavisinde goz i¢i basincim azaltmak igin kullanilmaktadir. Burada
ki tim bilesiklerde genel olan 6zellik bir siilfonamit (-SO,NH;) grubuna sahip
olmalaridir. (-SO,NH;) grubu, bu ilaglarda inhibitdr etkisinde biiyiikk rol

oynamaktadir.

Krebs (1948)’ in, agiklamasina gore karbonik anhidraz inhibit6rlerini -
SO,NH; grubunda farkli gruplar icermeyen (dallanmamig) aromatik ve hetero halkal
siilfonamitler en giigli inhibit6rlerdir. Aromatik siilfonamitler hayvansal ve
bakteriyel karbonik anhidrazlarin ¢ok kuvvetli ve segici inhibitSrleridir.
Stilfonamidin inhibit6r etkisini, harhangi bir N-dallanmigs kismi diistiriirken, etkin bir
inhibitér etkisi igin -SO,NH, grubunun dallanmamis olmas: kabul edilir (Maren,
1967). Biiylik olasilikla bunun sebebi aktif yerin sterik engel tarafindan

kisitlanmasidir.

Bir maddenin yada ilacin aktivitesi sik sik ICso degeri ile ifade edilir. Bu deger,
enzimin %50 sini inhibe eden inhibitériin molar Kkonsantrasyonu olarak
verilmektedir. ICso nin saptanmasinda Aldrich Company den alinan Bovine karbonik

anhidraz enzimi kullanilmigtir.

Materyal ve Metod kisminda anlatilan sekliyle ICsy degerleri saptandi. 1Cso
degerinin saptanmasi igin bilgisayarda % inhibitér degeri kullanilarak Regresyon

- 8 2 e

Elde ettigimiz inhibitorlerin aktivitelerini gérmek amaciyla, inhibitdrsiiz
ortamda (blank), enzimin p-nitro fenilasetati hidroliz ederek p-nitrofenol’a
doniistirmesinde yani enzimin etkisiyle p-nitro fenilasetatin hidrolizi sonucu p-
nitrofenol konsantrasyonun artmas: ve bunun zamanla degisimi incelenmistir. Daha
sonra inhibit6rlii ortamda inhibitériin enzime baglanmasi ile enzimin aktivitesini
yitirmesi ve zamanla hidroliz olaymi gerceklestirememesi ortamdaki p-nitrofenol

konsantrasyonunun zamanla blank’e gore az olmasi inhibitérlerin aktifligini gosterir.
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14 eBlank S y = 0.0034x - 0.0380
R? = 0.9961

12 . B Asetazolamit
‘ ‘A§ulfanilrarinit _

g y = 0.0015x - 0.0406
s 0.8 )
5 R? = 0.9999
2 06
< A
0.4
fi
B =
0.2 - o B Y = 0.0009x + 0.0265
- R? = 0.9984
0 . .
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman (Sn)

Sekil 4.1, p-nitrofenilasetatn, enzimin etkisiyle 400 nm de zamana gore blank, stilfanilamit
ve asetazolamit varlifinda absorbans degisimi

Sekil 4.1. de goriildiigii gibi Blank ortaminda zamanla enzimin etkisiyle 400
nm de p-nitrofenol konsantrasyonu artarken; asetazolamit ve Siilfanilamitli ortamda
aymi siire icerisinde absorbansinin distigii, dolayisiyla konsantrasyonunun
diistiifiinii sOyleyebiliriz. Bu da ilave edilen inhibitérlerin enzimle baglanmasi

sonucu, enzimi inhibe ettiginin bir gostergesidir.
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0.60 y = 0.0015x - 0.0406

. eSufanilamit | R*=0.9999 .
050 { E9 Numarali Bilegik : N
» 040 - 'S
s IS
£ 030 B
§ * & B
0.20 . & y = 0.0007x + 0.0395
Ko 2
= 0.999
0.10 B R 999
0.00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman [sn)

Sekil 4.2. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm de zamana gére siilfanilamit
ve 9 numaral bilesik varlipinda absorbans degisimi

0.60 A JN o
. ;OSquaniIamit R* = 0.9999 *
0.50 - @ 10 Numarali Bitegik ! .
» 0-40 .
8
£ 030 * 2
0.20
§ B8 y = 0.0007x + 0.0517
0.10 | ¥ R? = 0.9993
0.00 !

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Zaman (sn)

Sekil 4.3. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm de zamana gére siilfanilamit
ve 10 numarali bilesik varliginda absorbans degisimi
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0.60 y = 0.0015x - 0.0406

# Sulfanilamit R? = 0.9999 .
0.50 B 11 Numarali Bilegik ) PY
n 0.40 L 4
5 *
-'g 0.30 L 8
§ g
0.20 é y =0.0007x + 0.0353
| 2
0.10 : R® = 0.9999
0.00 : S -
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zaman (sn)

Sekil 4.4. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm de zamana gore siilfanilamit
ve 11 numarali bilesik varliginda absorbans degisimi.

y = 0.0015x - 0.0406

& Sulfanilamit x R? = 0.9999 Py
0.50 |12 Numaralleilles_i_!g .

0.60

*
» 0.40 °*
5 * g
K}
'8- 0.30 o ]
°
< 0.20 B
: & 2 y = 0.0007x + 0.0600
¥ R? = 1.0000
0.10 ¢
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zaman (sn)

Sekil 4.5. p-nitrofenilasetatin, enzimin etkisiyle 400 nm de zamana gére stilfanilamit
ve 12 numarali bilegik varliginda absorbans degisimi.

Elde edilen yeni bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikleri, bolme katsayis: ve inhibitér
aktivitesi aragtinlmigtir. Inhibitér aktivitesi ICso, bolme katsayisi Per/Psy, sudaki

¢oziintirligli ise g/100mL olarak verilmigtir.
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Cizelge 4.2. Siilfonamit tiirevlerinin sudaki ¢oziiniirliikleri, bolme katsayilar1 ve inhibitsr
aktiviteleri ICs, sonuglari

Belesikler Gﬁzg:gralrilkleri Bélme Katsayilari (P) Akit?\mglst:) oo
(g/100 cm®) (PH=7.2) (nm)
Stifanilamit 0.75£0.05 0.08 72
Asetazolamit 0.085 0.13 62
9 0.09920.05 0.040 58
10 0.15£0.05 0.044 57
11 0.10 £0.05 0.185 58
12 0.03120.05 0.56 57

Inhibitdr aktivite sonuglar gésteriyor ki, bir bilesigin kiigiik ICso degerine sahip
olmas1 onun giiclii inhibe etkisinin oldugunu gé&stermektedir. Bu sonuglar ile
sentezlenen bilesiklerin tiimiiniin iyi inhibitdr oldugu goriilmektedir. 9, 10, 11, 12
bilesikleri, asetazolamit ve siilfanilamitten daha iyi inhibit6rlerdir. Klinik olarak
kullanilan ve satilan ilaglardan daha iyi etkiye sahip inhibit6rlerin ortaya ¢ikmasi bu

tiir bilesiklerin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Bo6lme katsayis1 Olglimiinde, Asetazolamit, siilfanilamit, ve sentezlenen
maddelerin eter-su ¢oziicli sistemi kullanilarak (Hansch, 1964) teknigi ile
olgtilmiistiir. Bu 6lgiim sonuglarina gore siilfanilamit tiirevlerinin bélme katsayilar
0.044-0.56 arasinda degismektedir. Buda géz i¢i dokulara iyi dagilim olmasi igin en
az bdlme katsayis1 degeri olan 0.01 asmugtir. 9 ile 10 bilesikleri asetazolamit ve
siilfanilamitten daha kiigiik degere, 11 ve 12 bilesiklerinin bolme katsayisi ise

asetazolamit ve siilfanilamitten daha biiyiiktiir.

Bir bilesigin etkili olmasi isteniyorsa hem giiglii inhibitér aktivitesi gostermeli
hemde bolme katsayisi iyi olmalidir. Elde edilen bu sonuglara gore 11 ve 12

bilesiklerinin bélme katsayisi degerleri olduk¢a giizeldir.

Enzim inhibitérli olarak bolme katsayisi ve bir inhibitor aktivitesi arasinda
herhangi bir iliskinin olup olmadig1 belirlenmesi i¢in eter bdlme katsayisinin

hesaplanmas1 gerekmektedir. Siilfanilamit tiirevleri i¢inde acikga goriilmektedir ki
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inhibitdrler igin ICsp ve Peer arasinda dogrusal bir korrelasyon yoktur. Ornegin
asetazolamitin P, 0.13 ve onun inhibit6r aktivitesi 62 nM dir. 9 bilesiginin Pe, 0.04
ve onun inhibitor aktivitesi 58 nM dir. Buda asetazolamitten daha iyidir. Bir bagka
6rnek olarak 10 bilesiginin Pewr 0.044 ve onun inhibitér aktivitesi 57 nM dir. 12
bilesiginin Pe, 0.56 ki buda 13 kez 10 bilegiginden daha iyidir. Bununla birlikte bu
bilesiklerin inhibit6r aktiviteleri aym olup 57 nM dir. Bir baska 6mek olarak 11 ve
12 bilesikleri ayni karbonik anhidraz inhibitdr aktivitesine sahip olup 12 bilesigi 11
bilesiginden b6lme katsayis1 olarak 3 kez daha biiyiiktiir. Ayrica asetazolamit 10
bilesiginden bdlme katsayis1 bakimindan 3 kez daha yiiksektir. Ancak asetazolamit
10 bilesiginden daha az aktiftir.

Siitfanilamit, asetazolamit ve siilfanilamit tiirevlerinin, ICso ve Per arasindaki
korelasyon agagidaki sekilde gosterilmis olup inhibitdr aktivitesi ile bélme katsayisi
arasinda direk bir iligki yoktur.

1.88 @ Sulfanilamit

1.86 - Y E Asetazolamit
1.84 4 A9 Numarah bilegik
E 1.82 4 z 10 Numarali Bilegik
(=]
w
2 18 X 11 Numarali Bilegik
-
1.78 4 @ 12 Numaral Bilegik
1 A X
1.76 ps °
1 -74 T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6
P ether

Sekil 4.6. Inhibitér aktivitesi ve bélme katsayis1 arasmdaki iligki

Bilesiklerin sudaki ¢&ziiniirliigii ile ICso sonuglan; inhibitér etkisi ile sudaki
¢bztiniirliik arasinda bir iliski olmadigim gdsteriyor. Onemli bir sonug gikarlabilir ki
stilfonamitlerin suda iyi ¢6ziinmesi, onun iyi bir inhibitor ozelligi gdstermesini
saglamaz. Ciinkii asetazolamit tiirevleri suda daha az ¢6ziinen bilesiklerdir. Sonug
olarak bilesiklerin ¢8zliniirligti, inibitér aktiflifinde az bir etkiye sahiptir. Suyun
¢Oziiniirliifii, bdlme katsayisi ve aktivite arasinda goriinen bir iligki yoktur.
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Bilesiklerin sudaki ¢6ziintirliigi ile 1Csy arasindaki korelasyon asagidaki sekilde

gOsterilmistir.
1.88 & Sulfanilamit
1.86 * & Asetazolamit
1.84 9 Numaralt Bilegik
£
(=3
ua’ 1.82 ¥4 10 Numarall Bilesik
O
§ '8 B X 11 numaral Bilesik
1.
78 ® 12 Numarali Bilesik
: X
1.76 ® B
1.74 -

0 01 02 03 04 05 06 07 08
Water Solubility (g/100 ml)

Sekil 4.7. Inhibitér aktivitesi ve sudaki ¢oziinilrlitk arasindaki iligki
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Siilfonamit inhibitérlerinin 64 y11 6nceki kesfinden bu yana RSO,;NH; yapisimn
Karbonik Anhidraz Enzimine karg1 giiclii inhibe etkisi oldugu gériilmiis ve glokom
tedavisinde g6z igi basincim azaltmak i¢in kullamlmaktadir. Burada R Aromatik
yada heteroaromatik halkal: bilesiklerdir (Maren, 1967; Mann ve Keilin 1940; Miller
ve ark., 1950). Bizimde iizerinde galistifimiz bu konuda Aromatik yada heterohalkal
bilesiklerin karbonik anhidraz enzimine karsi giiclii inhibe etkisini bildigimiz igin
aromatik siilfonamitlerden olan siilfanilamitin tiirevleri sentezlenmis, sentezlenen bu

orijinal bilesiklerin in-vitro galigmalan yapilmistir.

Glokom tedavisi ve karbonik anhidraz inhibit6rleri igin dért yeni siilfanilamit
tiirevi sentezlendi ve bu bilesiklerin, elemental analiz, FT IR, 'H NMR ve '*C NMR,
Kiitle spektroskopisi yontemleriyle aydinlatilarak karakterize edildi. Reaksiyon
sirasinda hi¢bir problemle kargilagiimad: ve elde edilen iiriinlerin yiiksek verimde ve
saflikta oldugu goriildii.

Elde edilen bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri UV-Vvis spektrofotometre ile
incelendi bu sonuglar ile sentezlenen bilesiklerin tiimiiniin iyi inhibitér oldugu
goritlmektedir. 9, 10, 11, 12 bilegikleri, asetazolamit ve siilfanilamitten daha iyi
inhibitdrlerdir. Klinik olarak kullanilan ve satilan ilaglardan daha iyi etkiye sahip
inhibitérlerin ortaya ¢ikmasi bu tiir bilesiklerin 6nemini daha da arttirmaktadir.

Ayrnica sudaki ¢6ziiniirliikleri ve bdlme katsayilann gibi fiziksel 6zellikleri
incelemigtir. Sentezlenen tiim bilesiklerin asetazolamitten daha yiiksek ¢oziinfirliige
sahip oldugu goriilmiis ve bazilarinin da uygun bolme katsayilarina sahip oldugu
gorillmiistiir,

Sonug olarak, sentezledigimiz yeni bilegiklerin bir kismunn in vitro aktivite
sonuglariin klinik olarak kullanilan ilaglardan daha giiclii olmasi nedeniyle in vivo
aktivite caligmalarimin yapilmas: gerekmektedir. Bu baglamda saghk bilimleri

alaninda galigan arastirmacilarda yeni bilimsel ¢alisma yapma imkanlan saglanabilir.
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Ayrica son yillarda yapilan galismalarda bu tiir bilegiklerin antibakteriyel, antifungus,
antiglokom o6zellikleri yaninda antiobezit ve antikanser &zelliklerinin de bulundugu
g6z Online alinirsa bu tlirden bilesiklerin 6nemi anlagilacaktir. Bu nedenle aromatik
ve hetero halkali yeni siilfonamitlerin sentezleri yapilarak daha giiglii inhibitérler
elde edilmesi durumunda glokom, kanser, obezite, vb. gibi cagimizin biiylik

hastaliklarinin tedavisi igin 6nemli adimlar atilmig olabilir diislincesindeyiz.
Sentezlenen bu bilesiklerin en azindan birinin glokom tedavisi icin aday ilag

olacagim umuyoruz. Yeni arastirmacilarin bu tiirden bilesikleri sentezlemesi ve bu

bilesiklerin biyolojik aktivite ¢alismalarinin yapilmas: gerekmektedir.
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EKLER

EK 1 Sentezlenen Siilfanilamit Tiirevlerinin FT IR Spektrumlan
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Ek Sekil 1.2. 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’ in KBr tabletleri ile hazirlanmis
FT IR spektrumu
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EK 2 Sentezlenen Siilfanilamit Tiirevlerinin '"H NMR Spektrumlar
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Ek $ekil 2.1. 4-(3-kloropropanoilamino) benzensiilfonamit (8)’ in (CDC1/DMS0:4/1)
icerisinde alinan "H-NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.2. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)’ un (CDCl/DMS0:4/1)
igerisinde alinan 'H-NMR spektrumu
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EK 3 Sentezlenen Siilfanilamit Tiirevlerinin *C NMR Spektrumlan
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alman'>C-NMR spektrumu
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Ek Sekil 3.2. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)’ un (CDCl;/DMS0:4/1)

igerisinde alman “C-NMR spektrumu
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Ek Sekil 3.4. 4-(3-pirrolidinopropanoilamino) benzensiilfonamit (11)" in (CDCl;/DMSO:4/1)
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Ek Sekil 3.5. 4- (3-met11p1per1d1nopan01lanuno) benzensiilfonamit (12)’ nin (CDCl;/DMSO0:4/1)
igerisinde alman “C-NMR spektrumu
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EK 4 Sentezlenen Siilfanilamit Tiirevlerinin Kiitle Spektrumlan
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Ek Sekil 4.2. 4-(3-metilpiperazinopropanoilamino) benzensiilfonamit (9)° un kiitle spektrumu
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Ek Sekil 4.3. 4-(3-morfolinopropanoilamino) benzensiilfonamit (10)* un kiitle spektrumu
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Ek Sekil 4.4, 4-(3-pirrolidinopropanoilamino) benzenstilfonamit (11)’ in kiitle spektrumu
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Ek Sekil 4.5. 4-(3-metilpiperidinopanoilamino) benzensiilfonamit (12)’ nin kiitle spektrumu
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OZET

Karbonik anhidraz inhibitérleri 1954 den beri glokom tedavisinde
kullamilmaktadir. Ancak karbonik anhidraz inhibitdrlerinin sistematik yan etkileri
oldugundan dolay: arastirmacilar yillarca karbonik anhidraz inhibitérlerinin topical
(damla) seklini gelistirmeye calistirmiglardir.. Bu alandaki uzun g¢ahsmalar
sonucunda ilk topikal karbonik anhidraz inhibitorii olan Dorzolamit, Maren

tarafindan 1995 yilinda sentezlenmistir.

Stilfanilamit Mann ve Keilin tarafindan 1940 yilinda sentezlenmis ve uzun bir
zaman klinik alanlarda kullamlmig ilk karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Karbonik
anhidraz inhibitérii olarak kullanilan siilfonamitler baslica antiglokom ilaglari, anti
troid ilaglar1 ve baz: tiirevieride antikanser ilaglar olarak kullamlmaktadir (Supuran
ve Scozzafava, 2000; Maren, 1967; Drew, 2000, Owa ve ark., 2000). Aromatik ve
heteroaromatik sulfanilamitlerin tiimor hiicrelerinin biiyiimesine engel oldugu
goriilmiistiir (Chegwidden ve ark., 2000).

Karbonik anhidraz inhibitérlerini -RSO,NH, grubunda farkli gruplar igermeyen
(dallanmarmus) aromatik ve hetero halkali siilfonamitler en giicli inhibitérlerdir.
Siilfonamidin inhibitér etkisini, harhangi bir N-dallanmig kismu diigiiriirken, etkin bir
inhibitér etkisi igin ~SO,NH; grubunun dallanmamig olmasi kabul edilir (Krebs,
1948). Biiylik olasihkla bunun sebebi aktif yerin sterik  engel tarafindan

kisitlanmasidir.

Yaptifimiz bu ¢alismanin amaci, glokom tedavisinde kullamilan yeni
siilfanilamit tlirevlerinin sentezi ve bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin
aragtinlmasidir.

Bu caligmada karbonik anhidraz inhibit6rleri olan yeni siilfanilamit tiirevleri
yilksek verim ve saflikta sentezlendi. Bu bilesikler 4-(3-metilpiperazin
propanoilamino)  benzensulfonamit,  4-(3-morfolinpropanoilamino)  benzen
sulfonamit, 4-(3-pirrolidinpropanoilamino) benzensulfonamit ve 4-(3-metilpiperidin

propanoilamino) benzensulfonamit’ dir.
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Sentezlenen bilesiklerin yapilar, elemental analiz, FT IR, 'H NMR ve "°C
NMR, Kiitle spektroskopisi yontemleriyle aydinlatilmistir.

Elde edilen bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri de aragtirildi. Karbonik
anhidraz inhibitor aktiviteleri (in vitro) UV-Vis spectrofotometre ile 6lgiildi. Bu
verilerle birlikte stilfanilamitlerin bélme katsayisi, sudaki ¢oziintirliikleri gibi ¢esitli
fiziksel ozellikleri de incelendi. Sentezlenen bilesiklerin asetazolamit ve
stilfanilamitten daha gii¢lii inhibitr olduklari bulunmugstur. Bu bilegiklerin klinik
caligmalar da yapilmaktadir. Umit ediyoruz ki bu bilesiklerin en az biri glokom

tedavisi i¢in kullamlacaktir.
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SUMMARY

Carbonic anhydrase inhibitors have been used for glaucoma therapy since
1954. However, because of the side systematic effects of carbonic anhydrase
Inhibitors, Scientists have tried to develop topical form of Carbonic Anhydrase
Inhibitors for years. At the end of a along period of studies on this area, First topical

CAl, Dorzolamide, was synthesised by Maren in 1995.

Sulfanilamide is a first carbonic anhydrase inhibitor which was synthesised by
Mann and Keilin in 1940 and has been in clinical use for a long time. The
Sulfonamides with C.A.I properties mainly used as antiglaucoma agents, to some
anti-thyroid drugs, to the hypoglycemic sulfonamides, and ultimately to some novel
types of anticancer agents (Supuran and Scozzafava, 2000; Maren, 1967; Drew,
2000; Owa et all.,, 2000). There are many connections between CA and cancer.
Several hundred aromatic/heterocyclic sulfonamides were assessed in vitro as

potential inhibitors of growth of a multitudine of tumor cell lines (Chegwidden et
all., 2000).

The report of Krebs (1948), that mainly the unsubstituted aromatic
sulfonamides of type ArSO,NH; act as strong CAls, and that the potency of such a
compound is drastically reduced by N-substitution at the sulfonamide moiety,
constituted the beginning of extensive structure-activity correlations, that led to some

valuable drugs in a short period.

The objective of the research project is the synthesis of novel derivatives of

Sulfanilamide and investigation of their biological activity for glaucoma therapy.

Novel sulfanilamide derivatives as inhibitors of carbonic anhydrase was
synthesized in the work. All novel sulfonamides were synthesized in high yield and
purity. These compounds are 4-(3-methylpiperazinopropinoylamino)
benzenesulfonamide, 4-(3-morpholinopropanoylamino) benzenesulfonamide, 4-(3-
pyrrolidinopropanoylamino)  benzenesulfonamide and  4-(3-methylpiperidino

propanoylamino) benzenesulfonamide.
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The structures of synthesized compounds were identified by elemental anlyses,
FT IR, '"H NMR and "*C NMR and Mass Spectra.

Biological activity of these compounds have also been investigated. Carbonic
anhydrase inhibitory activities (in vitro) were measured by uv-vis spectrofotometry.
These data were then correlated with various physical properties of the sulfonamides
including solubility of the compounds in water and partition coefficient. The
synthesized compounds were found to be more potant inhibitor than acetazolamide
and sulfanilamide. Clinical studies of these compounds should be studied. We hope

that at least one of these compounds will be useful for glaucoma therapy.
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