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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI
KARBOKSISULFONAMIT TUREVLERININ SENTEZI VE

KARBONIK ANHIDRAZ (hCA I ve hCA II) ENZIMLERI UZERINE
IN VITRO VE IN SILICO ETKILERININ INCELENMESI

Tez Damismani: Prof. Dr. Kani ZILBEYAZ
2022, 84 Sayfa
Juri: Prof. Dr. Deniz EKINCI
Juri: Dr. Ogr. Uyesi Dilan OZMEN OZGUN

Mevcut tez iki boliimden olugmaktadir. Caligmanin ilk kismi, sulfonamit grubu
iceren bilesiklerin sentezini kapsamaktadir. Sentez oda sicakliginda diklorometan ve
aseton ¢Oziicl sisteminde, para/meta substitue amino stlfonamitlerle cesitli benzoil
kloriir tiirevlerinin reaksiyonunu igerir. Yiisek verim ve saflikta elde edilen tirtinler,
NMR, IR ve MS spektroskopik yontemleri kullanilarak deneyleri ile karakterize

edilmistir.

Calismanin  ikinci bolimiinde sentezlenen amino karboksisulfonamit
bilesiklerini de iceren molekillerin insan eritrosit karbonik anhidraz I ve Il lzerine
inhibisyon etkileri arastirillmistir. Elde edilen ICso sonuglari, karbonik anhidraz
inhibitort asetazolamidin ICso sonuglart ile karsilagtirilmistir. Ayrica karbonik
anhidraz enzimleri ile sentezlenen molekiillerin muhtemel etkilesimlerinin

belirlenmesi icin molekiiler docking ¢alismalar1 yapilmustir.
2022, 84 Sayfa

Anahtar sozcukler: Organik Sentez, Siilfonamit, Karbonik Anhidraz, Inhibitér.



ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION
SYNTHESIS OF CARBOXYSULFONAMITE COMPOUNDS AND REWIEV
THEIR IN VITRO AND IN SILICO EFFECTS ON CARBONIC ANHYDRASE
(hCA I and hCA 1) ENZYMES
Advisor: Prof. Dr. Kani ZILBEYAZ
2022, Page: 84
Jury: Prof. Dr. Deniz EKINCI
Jury: Dr. Ogr. Uyesi Dilan OZMEN OZGUN

The current thesis consists of two parts. The first part of the study covers the
synthesis of para/meta substituted amino sulfonamides with various benzoyl chloride
compounds containing a sulfonamide group. The synthesis involves coupling in a
mixture of dichloromethane and acetone at room temperature. The compounds were
obtained in high purity and yield and their structures determined by NMR, IR and MS

spectroscopic tehniques.

In the second part of the study the synthesized carboxysulfonamide compounds
were screened for their carbonic anhydrase activity by utilizing human erytrocyte
carbonic anhydrases | and 11. The ICso results obtained were compared with the ICso
results of the carbonic anhydrase inhibitor acetazolamide. Furthermore, molecular
docking of the synthesized compounds and carbonic anhydrase enzymes were carried

out to predict the possible binding mode of the ligand.
2022, 84 pages

Keywords: Organic Synthesis, Sulfonamide, Carbonic Anhydrase, Inhibitor.
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1. GIRIS
1.1. Stlfonamitler

1.1.1. Siilfonamitlerin yapis1 ve calismasi

Silfonamitler, Ehrlich’ in 1906 yilinda yapmis oldugu g¢alisma ile bilim
diinyasina bu maddeyi kazandirmistir. 1932 yilinda Domagk tarafindan stlfonilamid
halkas1 gelistirilmesi ile enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde, enfeksiyonlar
sebebiyle 6ltimlerinin 6énine gecerek insanlarin yasam kalitelerini artirmak amaciyla
ilk antibiyotikler denilebilecek stlfonamit tiirevleri gelistirilmistir. (Hormazabal and
Rogstad 1992; Samuelsen and Ervik 1997)

Sulfonamitler, SO2NH2 grubu igeren bilesiklerdir. Siilfonamitlerin genel
formilleri RSO2NHz* dir. Benzol yapisina, p- konumunda —-NH2 ve —SO2NHR
gruplarinin baglanmasiyla olusurlar (sekil 1.1.). Beyaz renkte, kokusuz, aci tatta ve
kristal formda yapiya sahiptirler. Alkali ortamda, asidik ortamda oldugundan daha iyi

cozlndrler.

Bakterilerin niikleik asidin sentezi icin folik asite ihtiyaglar1 vardir ve bu folik
asidi disaridan alamadiklarindan dolay1 kendileri (para-aminobenzoik asit) PABA
kullanarak sentezlerler. p-sulfonamitler ise PABA’ kimyasal olarak benzerliklerinden
dolay1 reaksiyonda PABA yerine katilarak bakteriostatik etki gosterirler ve folik ait

uretim zincirini bozar, bdylece de bakterilerin Gremesini durdururlar.

Silfonamitler asidik ortamda ve suda ortaminda iyi ¢6zlinmezler bu nedenle
ilag olarak siilfonamit temelli ilaglar kullanildiginda vicutta idrar yollarinda ¢okelip
kalmamasi i¢in, bol su icilerek idrar alkali hale getirilmek kosuluyla insan viicudundan

atilabilir.

HZN@SOZNHZ

Sekil 1.1. p-Amino benzen silfonamit



Silfonamitlerde bulunan benzen halkasina bagli amino grublar ile sulfonil
gruplarinin baglanma agilar1 180 derecedir, yani iki fonksiyonel grup birbirlerine gore
para konumundadirlar. Sulfonamitlerde fonksiyonel grupta bulunan azot atomuna

baglanan gruplarla bilesigin etki giicii degisir (Kolaczek et al. 2014).

NH2 grubunda bulunan H atomlarindan bir tanesinin koparak yerine
heterosiklik halkalarin baglanmasi sonucu en verimli sonuglarin elde edilebildigi daha
once yapilan galismalar neticesinde gortilmiustiir. Bakterilerle bu bilesikler vasitasiyla
micadele etmenin en etkili yolu para pozisyonundaki amino grubunun serbest
olmasidir. Para konumunda NH2 grubu igeren, reaksiyon ortaminda bu grubun koparak
yerine NO2, H2NO ve N2 gruplari baglanir ve bu sayede serbest kalan NH2 grubu ile
bakterilere kars1 etken bir miicadele verilir (Kolaczek et al. 2014). Silfonamit grubu
PABA vyerine kullanilarak dihidropteroat sentetaz enzimi inhibe ettirilir. Bu sayede
folik asit iiretiminin zinciri kirilarak siirekliligi engellenir ve bakterilerin etkinligi

baskilanir (Toreci 2003).

Para suilfonamitler para-amino benzoik aside (PABA) benzediklerinden dolay1
antibakteriyel etki gosterirler (Skold 2000; Bano et al. 2011).

Onceleri hiper tansiyon tedavisinde kullanilan siilfonamitler ayn1 zamanda
diiiretik olarak kullanilmistir. Bobreklerdeki kan akisini diisiiriirler, buna bagli olarak
tirik asit miktar1 da diiser. Asetazolamid, Furosemid, Bumetanid, Azosemid vb.
asetazolamidlerdir ve bunlar karbonik anhidraz inhibitorleridirler. Karbonik anhidraz
enzimi bikarbonatin, sodyumun ve kloruriin geri emilimine izin verir. Bu enzimi
inhibe ederek bu iyonlarin fazlasi su vasitasiyla atilir bu sekilde de kan basinci diiger.

Silfonamit ve PABA arasindaki yap1 benzerligi asagida gosterilmistir.

NH, NH,
0=5=0 _Cs
I HO (e}
NH,
Stilfonamid PABA

Sekil 1.2. Sitlfonamit ve PABA yapisi



Siulfonamitlerin etki mekanizmast:

HaM N N
Yf S
| o COOH
CHa —E—NH %-NH——CH—CHZCHZCOUH
OH

Piteridin PABA Glutamik asid

Folik asid

Sekil 1.3. Siilfonamitlerin etki mekanizmasi

5000 civarinda sulfonamit tiirevi bilesikler sentezlenmisse de bunlarin 25-30 kadari
tedavide kullanildig1 bilinmektedir (Tablo 1.1). Bakteriler tizerine etkinlik icin N4
Uzerinde para amino grubunun bulunmasi esastir. Isiga duyarli olmalar1 disinda
genellikle dayaniklidirlar.

Silfonamitler kesfedildigi ilk zamanlarda saglik sektdriinde ¢igir agan ve etkili
kemoterapOtik 6neme sahip maddeler olarak bilim diinyasinda yer aldi. Ancak gerek
mikroorganizmalarin bu kimyasallardan elde edilen maddelere giderek direncinin
artmasi gerekse bilim diinyasinda gerceklesen gelismeler akabinde daha etkin ve daha
az toksik olan antibiyotiklerin kesfi ile ilag sektoriindeki Gnemi glinden gine
azalmstir. (Demirbas 2009)

Nokardiyoz ve migetom tedavisinde kullanilan stilfonamitler sayesinde, bu
hastaliklar sebebiyle olusan 6liim orami 6nemli Ol¢lide azaltilmistir (Boiron 1992,
1998)

Silfonamitlerin  antibakteriyel olarak kullaniminda bakteriyel direncin
gelismesi riski ortaya ¢ikabilir. Yan etkiler ya da zayif hastalarin tedaviye yaniti son
calismalarda raporlanmistir (Welsh et al. 1987,1991; McNeil 1994,1995)

Silfonamitlerin bulunmasi ve bilim diinyasinda gesitli alanlarda kullanilmaya
baglamasiyla, sulfonamitler yapisinda bulunan hidrojenlerin veya yapilarindaki diger
gruplarin degisik yapida olan fonksiyonel gruplarin yer degistirme reaksiyonlari
sonucu farkli iskeletlere sahip siilfonamitler sentezlenmistir (Altintas 2006; Kolaczek
et al. 2014).

Silfonamit yapilarindaki azot atomuna bagli bulunan grup sayilarina gore
primer stlfonamit, sekonder stilfonamit ve tersiyer stlfonamit olarak ti¢ farkli yapida



smiflandirilabilirler (sekil 1.4.). Solfonamitlerin bu sistemdeki smiflandirilmasi
asagida gosterilmistir.

O 0]
\ 7/ \ %/ \ 7/
S. . .H S, -R
S\N,H I}I l}l
|
H R R
Primer silfonamit Sekonder sulfonamit Tersiyer stilfonamit

Sekil 1.4. N atomuna bagli grup sayisina gore siniflandirilan genel siilfonamit
formdalleri

Siilfonil ile bag yapmis olan N atomuna baglhi 2 H atomu var ise primer, 1 H
atomu var ise sekonder ve H atomu yok ise tersiyer olarak isimlendirilirler. Primer ve
sekonder yapidaki sllfonamitlere bagli H atomu oldugundan dolayr asidik
karakterdeyken, tersiyer sulfonamitlerde bagli H atomu olmadigindan dolay1 asidik
karakterde degildir. (Moeker et al. 2014).

Silfonamitler yapilarindaki ¢esitliliklerine ve etki mekanizmalarina bagl
olarak ¢esitlilik gostemekle beraber bu cesitliliklere bagli olarak fiziksel 6zellikleri,
kimyasal 6zellileri, farmakolojik 6zellileri ve anti-infeksiydz 0Ozellikleri farklidir
(Sagduyu 2010).

Alifatik stlfonamitlerin, Gram (-) bakterilere karsi Gram (+) bakterilerden
daha giiclii antibakteriyel aktivite gosterdikleri goriilmiistiir. Bilesiklerdeki karbon
zinciri uzadikga antibakteriyel aktivitenin azaldig1 yapilan ¢alismalarda belirlenmistir

(Kolaczek et al. 2014).

Silfonamit sentezinde farkli yontemler kullanilmakla beraber siklikla
kullanilan ve verimi en yiiksek yontem siilfonil kloriirii amonyak veya amin ile
reaksiyona girmesiyle sulfonamit eldesi yontemidir (Bahrami et al. 2009; Kolaczek et
al. 2014).

Tiyollerin ve disiilfidlerin siilfonamitlere donistiiriilmesinde H202-ZrCly
reaktif sisteminin oldukg¢a verimli oldugu, uygun sartlarda yiiksek verimde kisa stirede
uretilmesi ayrica ekonomik olmasi bu yontemi cazip hale getirmektedir (Bahrami et
al. 2009).



Bu reaksiyon;
e Model substrat tiyofenol ile 4-metilanilin,
e (COzicu olarak asetonitril kullanilir,

e 2dk25°C'de 0.5 ml piridin, 3 mol H202, 1 mol ZrCl4, 1 mol tiyofenol

ve 1 mol 4-metilanilin ile icra edilir.
Tiyollerden silfonamit sentezi sekil 1.5’te gdsterilmistir.
H202'ZfC| OO0

R-SH T R—NH, ¥ R
P RN
CH3CN, piridin, rt H

R,R'= Alkil, aril
Sekil 1.5. Tiyollerden stlfonamit sentezi

Sulfonamit sentezinde tiyoller ve aminler arasinda oksidatif baglantiyi
saglayan elektrokimyasal bir metod kesfedilmistir. Bu metot diisiik maliyetli
olmasmin yani sira kullanilan kimyasallara ulagmak diger yontemlere gore daha
kolaydir. Reaktif veya ilave bir katalizore ihtiyag¢ duyulmadan kisa siirede
gerceklestirilebilmesi bu reaksiyonun baska bir avantajidir (Laudadio et al. 2019).

Reaksiyon;

e 2 mmol tiyofenol, 3.0 mmol siklohekzilamin, 0.2 mmol MesNBF, 20
ml, 3: 1 v/iv CH3CN /0.3 M HC1,

e Anot (C) / Katot (Fe), reaksiyon suresi 5 dk ve reaktér hacmi 700 pL

Yukaridaki metodla elde edilen verimin % 81 oldugunu raporlamislardir,

reaksiyon mekanizmasi sekil 1.6’da gosterilmistir (Laudadio et al. 2019).



Microflow Electrocell o0
SH NH (CFe) s
7 -

39V, 56 mAlcm?
Me4MNBF 4 (10mol%)

CH;CN/D.3 M HCI(3:1 viv)
25 0C, to= 5 dk

Sekil 1.6. Elektrokimyasal yontemle siilfonamit sentezi

Gegis metali katalizor bazlar1 stilfonamitlerin N-arilasyonu kapsaminda bazi
caligmalarda kullanilmistir. Paladyum bu gegis metallerinden birisidir ve reaksiyonu;
Biarilfosfin ligand, BuXPhos ve t-amilalkol’de varliginda K3PO4’in aril-

florobiitansiilfonatlarin Pd stlfonamitasyon mekanizmasi sekil 1.7°de gosterilmistir

(Shekhar et al. 2011).

0.5-1.5 mol %Pd 2(dba)3 o Ligand
O\\ //O 1.2-3.6 mol % ligand HP //O )
Ar-ONf + /S\ N—S Pri tBU
2
H,N" R 1.1 eq. K3PO, | R O b
0 Ar
(tAmOH , 80 °C o
R= Ar, alkil
Nf= 802C4F9

Sekil 1.7. Paladyum katalizoru ile stilfonamitasyon

Mikro dalga 1simas1 (MW) ile farkli bir siilfonamit sentezi gerceklestirilmis ve
% 78 - % 95 aras1 verim elde edildigi tespiti yapilmis olup reaksiyon mekanizmasi

sekil 1.8’de gosterilmistir (De Luca and Giacomelli 2008).

S:\I HN'Rl, NaOH
0 1. NN 0 R O R
Il PN I 2 TA
R—ﬁ—OH ClI” Nl R—ﬁ—CI R—ﬁ—N\
Aseton, MW
© 2. EtsN © o R
3. Aseton, MW

Sekil 1.8. Mikrodalga yontemiyle siilfonamit sentezi

Sulfonamit tirevi olan 4-aminobenzenler, aromatik aldehitler ile glasiyal asetik
asit icinde 8-12 saat reflux edilmis, kristalimsi iriin siiziilerek toplanilmis ve
sonrasinda kurutularak tekrar kristallendirilmistir. EIde edilen aminobenzensilfonamit

urtinleri bazi gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi denenmis (G- igin K.
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Pneumoniae ve G+ icin S. Epidermidis ile B. Subtilis) olup, sonu¢ olarak
aminobenzensulfonamitler, orta ile iyi seviyede antibakteriyel etki gosterdigi
goriilmiistiir (Singh et al. 2010).

(@]

7 TN

AN L..-Ri Reflux, Etanol R-T
Ri_ + : - NN
.0 Buzlu Asetik Asit

o

Iz

HoN

ZI

H
N.
Ri=H, \(:f

CHj;

R= 4-OCH,, 2-OH, 2-Cl, 4-Cl, 3-Br
Sekil 1.9. Siilfonamit tiirevi schiff bazi sentezi

Slbstitie olmus benzensilfonil klorit ile piridin icerisinde 3-Amino-6-
fenilpiridazin ¢ozeltisine ilavesi sonrasinda buzlu su uygulanarak stiziilmiistiir. Piridin
¢cozicu sisteminde 3-amino-6-fenilpiridazinin  benzensilfonilklorid tirevi ile
tepkimesi sonucunda olusan sllfonamid tlrevi sentezi (Sekil 1.10.)’de verilmistir
(Dogruer et al. 2010).

?

R —
N=N —Q\g cl N=N 9
NV Piridin \_7/ 3

R= H, Cl, CH3, OCH3

Sekil 1.10. Stlfonamitlerin sentezi

Sulfonamit tiirevi sentez ¢alismalarinin bagka bir metoduda argon ortaminda
dioksanda arilhalojentr ve arilstlfonamit ¢ozeltisinde, Cul / N, N-DMEDA ilavesi ve

akabinde KF/ Al203 ilave edilmesiyle gergeklestirilmistir (Hosseinzadeh et al. 2010).

e Reaksiyon boyunca reaksiyon ortami 100 °C civarinda tutularak

reaksiyon devam ettirilerek TLC ile kontrol edilmistir.



e Reaksiyon sonlandiktan sonra ortam oda sicakligina sogutularak etil

asetat eklenerek cokelti alinmistir.

e Siiziilen ¢okelek, vakumlanarak saf {iriin alacak sekilde heksan ve
etilasetat  kullanilmak suretiyle silika jel vasitasiyla kolon

kromatografisi uygulanmistir.

Benzensilfonamit sentez mekanizmasi asagida verilmistir. Para konumundan
bagli olan bilesiklerin verimi %75 ile %98, meta konumdan bagli bilesiklerin verimi
%66 ile %88 ve orto konumundan bagl bilesiklerin verimi ise %15 ile %42

araliklarinda oldugu goriilmiistiir.

I
Ar-X R4©7§_'|\I_Ar
O H
20 mol % Cul, KF/ALL,O5, 110°C
et R@SozNHz 20 mol % N,N' -DMEDA veya
Het-B
e r (I)I
R=H, CH, R@—ﬁ— N—Het
X=I, Br OH

Sekil 1.11. N-Heteroaril benzensiilfonamit sentez mekanizmasi

Florinlenmis kumarin siilfonamitler, salisilaldehitlerin kapali bir tiipte
mikrodalga firinda gergeklestirilen Knoevenagel yogunlastirilmasi sonucu sulfonamit
sentezlenmistir (Sekil 1.12). 5 dakikada tamamlanan reaksiyon TLC ile izlenmis ve bu
yontem ile sentezlenen bilesiklerin %74-92 oraninda verim elde edilmistir. Bu oranin

geleneksel yontemlere gore daha yiiksek bir degere sahip oldugu belirlenmistir (Zuo
et al. 2010).

o o
NH .S
2 HN H\)J\OCH3
X o N
| CISO,CH,COOCH;4 X -+ Ro—r _
Rl = chOS, MW | B OH
Ry F
F
T (7
iveridi \ Ry=F, ClI
Piperidin o X ('85\ VZ R, 1
EBtanol, MW Ry o N R,= H, Cl, Br, OCHg, CHg, NO,
e}



Sekil 1.12. Floroaril kumarin stlfonamit trevlerinin sentezi

2007 yilida yapilan bir ¢alismada farkli siilfonamit tiirevleri asetikanhidrit
tirevleriyle Lewis asiti katalizérinde muamele edilerek N-asetil silfonamit

tirevlerinin sentezi gergeklestirilmistir (Reddy et al. 2007).

o o)
L Asid
o\\S//o ewis Asidi 9 sz
R™ONHR; (R?CO),0,rt,  R=S—N
o R
R= Alkil, Aril R1=H, Alkil

R?= CHj3, C3Hs, ter-Bu, Ph

Sekil 1.13. N- asetilstilfonamit tirevi sentezi
1.1.2. Siilfonamitlerin etki siirelerine gore gruplandirilmasi

Silfonamitler yarilanma omiirleri g6z 6niinde bulunduruldugunda kisa siireli
stlfonamitler, orta sureli stulfonamitler ve uzun sireli sulfonamitler olmak (zere g
grubta siniflandirilabilirler (Dax 1997).

Kisa siireli sUlfonamitler; insan viicudundaki absorblanma hizi oldukca
yiiksektir. Yarilanma Omiirleri 4 ile 7 saat aralifindadir. Bu smiftaki

stlfonamitlerin viicuttan atilimida ayni1 dl¢iide hizhidur.

Orta sireli stlfonamitler: Insan viicudundaki absorblanma hizi kisa siireli

stlfonamitlerden uzundur. Yarilanma 6miirleri 10-12 saat araligindadir.

Uzun sireli siilfonamitler; Insan viicudundaki absorblanma hizi en uzun siireli

sulfonamitlerdir. Yarilanma siireleri 30-150 saattir.
1.1.3. Stlfonamitlerin farmakolojik aktiviteleri:

Stilfonamitler kesfedilmeleriyle es zamanl olrak kemoterapide kullanilmaya
baslanilmistir. Hizla ve bilingsizce kullanilmalari, bakteriyel diren¢ olusmuna sebep
olmustur (Supuran 2008). Bu bilesiklerin ilag olarak kullanimi insan viicudunda bazi
yan etkilere sebep olmustur. Glinlimuzde mevcut ilaglarin yan etkilerini azaltmak icin

ilaglar iizerinde ¢alismalar siirdiiriilmektedir.



Antibakteriyel Etki; Sulfonamit ve turevleri birgok gram pozitif ve gram
negatif bakteri turlerinin her ikisi Uzerinde de etkili olduklar1 goriilmistiir.
Sulfonamitler bu antibakteriyel davranislarindan dolayr enfeksiyon hastaliklarinda
tedavi amacglh kullanim alanlar1 vardir (Kayaalp 1998; Akbulut 2003). Silfonamitler;
E.coli ile micadelede ¢ok etkin, P. mirabilis ve Enterobacter tirleri uUzerine orta
diizeyde etkin ve Klebsiella tirleri tizerine ise diisiik aktivite gosterirler (Varagi¢ and
Milosevi¢ 2009). Para pozisyonundaki stlfonamitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Strauss et al. 1941). N-sibstitie stlfonamit

tiirevlerinin sentezi sekil 1.14’de verilmistir.

OH OH

HC(OC,H
x + H,N—R (OCzHs)3 A NG-R
A\ 3s/2-Butanol H
o (@] (@) O
(a-h)
SO,NH ,
_ /©/ NH, ,
a b c d

CHs

zZ

CHs

N=
N " g SO,NH—4
Il e aa "
e f

¢}
\(N\ HNOSOZNHZ
I
h
Sekil 1.14 N-Sibstitle stlfonamit tirevleri sentezi

Elde edilen tirtinlerin tamamu farkl: suslar tizerinde farkl 6l¢iilerde etki ettikleri
gbzlemlenmistir. R grubu olarak d’nin baglandigi sulfonamit turevi en yiksek

aktviteyi gostermistir (Chohan et al. 2006).

Antimikrobiyal Etki; Nocardiaspecies sebebiyle enfekte olmus organizmalarin
tedavisinde antimikrobiyal etkili stilfonamit tirevleri kullanildigr bilinmektedir (Isik,
Ozdemir ve Kogak 2009) .

Antifungal Etki; Bazi silfonamit tiirevlerinin bazi mantar tiirleri tizerinde
antifungal etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. 4-hidroksikumarin kullanilarak

sentezlenen N-silbstitie stlfonamit tdrevlerinin antifungal etkileri incelenmis ve
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bilesiklerin mantar suslarindan bazilarina orta ya da diisiik seviyelerde etki ettigi
gOrtlmiistiir (Chohan et al. 2006). Kumarin sulfonamit sentezi (Sekil 1.15.)" de

gosterilmistir.

OH o

X HC(OCyHs)3 = N’R
L R—NH, ———————— H
o~ ~o 2-Butanol/3s/A o~ o

00 NQ

R4 N/K)\CH3 \/ SO,NH, W©/502NH2
- LN Y O
SO,NH,

Sekil 1.15. Kumarin sulfonamit sentezi

Antikanser etki; Stlfonamit turevlerinin in vitro ve in vivo olarak timorler
Uzerine etkili oldugu belirlenmistir (Scozzafava et al. 2002). Benzen silfonamit in
ikamet edildigi yeni 2-pirazolin turevleri sentezlemistir (Sekil 1.16.) ve antikanser
aktiviteleri incelenmistir. Bazi stlfonamit bilesiklerinin bazi kanser hticreleri tzerine

antitimor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Bashir et al. 2011).

HaC OR NaOH/EtOH
4+  Ar-CHO —
CH 10°C
cl 3

O
HN—NH,HCI
HsC OR EtOH H3C OR
+ Reflux 24h
Al
C'm r cl q Ar
o) SO,NH, N-N
R: H, CH3 SOzNHz

Ar= 2-hidroksifenil, 2-klorofenil, 3,4-dimetoksifenil, 3,4,5-trimetoksifenil
Sekil 1.16. Benzensiilfonamit bagli pirazolin sentezi

Antiviral etki; Sentezlenen sulfonamit tirevlerinin, in vitro ve in vivo olarak

anti viral aktivite gosterdikleri rapor edilmistir (Supuran et al. 2004).
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Salfonamit tlrevi olan 4-[(1,2-dihidro-2-0kso-3H-indol-3-ilidin)amino]-N-
(4,6-dimetil-2-pirimidinil)-benzenoisatin reaksiyonu yoluyla sentez etmis ve anti-HIV

aktivitesini incelemistir (Selvam et al. 2001).

H N o) N
72 I H
N HNTN\ CHs N o H;\IYN\ CHy
|
H Ng COCHs N

CH, CH,
Sekil 1.17. Antiviral Etkili Siilfonamit Bilesikleri

Antimalarial etki; Karbonhidrat igerikli sulfonamitler sitma hastaliginin
tedavisi icin anti viral antimalarial etki gostermektedir. P. falciparum viriisii insanlari
enfekte ederek hastalik yapmaktadir ve siilfonamitlerde bunun Gzerine anti viral etki

etmektedir (Dominguez et al. 2005).

0.7
S~NH,
OR y
0o N
3 X\/Z\ N
RO™ bR N

R=H,Ac ; X=S,S0, 0 ; Y=H,I
Sekil 1.18. Karbonhidrat icerikli siilfonamit bilesiklerinin yapist

Antidiyabetik etki; N-(6-stbstitlie-1,3-benzotiazol-2-il) benzenosulfonamit
icerikli siilfonamit yapilari diyabetik hastalilarin tedavisinde etkili olup insulinin
sekresyonunu stimule etmektedir (Atmaca ve Ecemis 2012). N-(6-substitue-I,3-
benzotiazol-2-il) benzenosulfonamit tiirevleri sentezlenmis ve insiilin bagimlisi
olmayan siganlarda in vivo antidiyabetik aktiviteleri incelenmis, sentezlenen

bilesiklerin antidiabetik etki ettigi gorilmistiir (Moreno-Diaz et al. 2008).
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N (0]
H 11_O
R S :

R;= NO,, OCH,CHj3, CH;, OCH3

R2: H,CI, OCHg, NHCOCH3, N02
Sekil 1.19. N-(6 Stibstitiie 1,3 benzotiazol 2 il) benzenosiilfonamit yapisi

Karbonik anhidrazlarin etki mekanizmasi; Aromatik ve hetero aromatik
stlfonamit tlrevleri cok glicli CA inhibitorleridirler. CA izoenzimlerini inhibe eden
ve sentezlenmis olan sulfonamitler tedavi amagh ilag olarak kullanilmaktadirlar

(Roughton and Booth 1946).

Tedavi amagli ilag olarak kullanilan stlfonamit tiirevleri asagidaki tabloda

gosterilmistir.

Tablo 1.1. Ila¢ olarak kullanilan siilfonamit tiirevleri

Kullanilan Ila¢ olarak kullanilan Maddenin yapisi
alan sulfonamit turevi maddeler
Glokom Asetazolamid (Schwartz et al. H ¢ Q0
2010) "~
\\g N_R/ NH,
Enfeksiyon Topikal antimikrobiyal AP
mafenid (Lateef 2006) \/©/ “NH,
HoN
Diyabet Glibenklamid (Loubatieres et P
al. 1969) " o SN
[;/ \Hﬁ H A
Cl
Ditiretik Bumetanid (Puschett, 1994) o NH
(0]
Neae
OH \
CHg

13




Gut ve Probenesid (Fanelli 1975)
hiperlrisemide .

Romatoid Sulfasalazin (Brooks 2001) N
artrit, ulseratif

S
kolit jij\N/’N
OH

Migren Sumatriptan (Lipton et al. SN
2000) H
“@E\C
OO N
N
Peptik Glserde | Famotidin (Taha et al. 1996) NH, o
Ha /Q\N_&\/S\/\(/
Kardiyak aritmi | Sotalol (Simon ve Berman oH
ve 1979) 00 J@)V
hipertansiyonda ch/\sl‘u

Agr kesici ve | Selekoksib (Amgad et al.
antiinflamatuar | 2001)

ajan olarak
Epilepside Sultiam (De Simone et al. .0 °
2009) < Ry 1o
NH,
HIV Amprenavir (Mastrolorenzo et %
al. 2006 H  OH Nre
) OQ’OZFNWN\SQ/
B O/, \\O
Sizofreni ve Sulpirid (Lai et al. 2012) OCHs
major depresif HN g H\/Q
bozukluk oA} o
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1.2. Karboksamitler

Karboksilik asitlerin -COOH grubunda bulunan hidroksil grubunun, NH> ile
yer degistirme reaksiyonu ile sentezlenirler. Karboksamitler R-CO-NR'R" genel

formaliyle formullze edilirler (Kumar et al. 2017).

i
R-C—N-R'
Rll

Sekil 1.20. Karboksamit genel yapis1

Amidler organizmalarin ana bilesenlerinden biridir (Ravindar et al. 1985).
Amid bilesikleri inhibitér ve antimikrobiyal etki gosterirler. Metal-amid bilesikleri
biyolojik anlamda Onemi ¢esitli ¢alismalarda rap-lanmistir (Singh et al. 2008).
Karboksamit bilesikleri farmakolojik bir 6neme sahip olup; azot, platin veya oksijen
atomlari ile tepkimeye girmesi ile elde edilirler. Enzimler ve metal-peptit kompleksleri
eldesi icin bu reaksiyonlar iyi bir emsaldir (Meszaros et al. 2003). Karboksamit
ligandlariin yapilarinda azot ve oksijen atomlar1 bulundurmalar1 bunlarin kompleks
olusturmasin1 kolaylastirir. Yapilarinda aktif karbonil grubu olmasindan dolay1 yer

degistirme reaksiyonlarina megillidirler (Greenhill J. M. and Lue P. 1993).

/H\
5, 0
l N\
Ph | N
A Ph
h O"Y"O
N L ph
OhS

Sekil 1.21. Karboksamit-ligand bilesigine 6rnek
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1.2.1. Karboksamitlerin sentezi

Amin grubu ile karboksilik asit, iki adimda gergeklesen reaksiyon sonucu

amitler olusur.

- 1. Safha asit-baz reaksiyonudur. Asit ve amin grubu birlestirilerek amonyum

tuzu olusturulur.

- 2. Adimda 1sitilan amonyum karboksilat’tan su uzaklastirilarak amid

olusturulur.

H o

0 l .
RJ<O £ MR S LRI+ HDO
H H H

Sekil 1.22. Karboksamitlerin eldesi

Heterosiklik yapida 4-benzoil5-fenil2,3-furandion ile iiretanlarin tepkimeye
girmesiyle 3 karbonil grubu igeren dibenzoilasetikasit N karboksialkilamid bilesigi
elde edilmistir (Tezcan 1990).

Ph—° o o )(i
o)
Y + NH,COOR Lenzen_  py N~ TOR
Ph o | H
0" %o pr~ OH
o O j\ o 0
Ph N OR  -ROH  ph [ NH
pry” “OH Ph o/go
R:CHg,C2H5

Sekil 1.23. Karboksamit tiirevleri sentez mekanizmasi

1,4-bis(3-aminopropil)piperazin  ile tiyofen-2-karbonilklorir  tepkimesi
sonucunda N,N -bis((tiyofen-2-karboksamit)propil )piperazin sentezlenmistir (Balaban
et al. 2008).
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ZU\WC' +  HaN(HC)3~N  N—(CHy)3NH,
S __/ DCM

O

/\
/ . \ HN(H,Cls N, N—(CHa)aNH 77/@
0

25°C
3s

O

Sekil 1.24. N,N'-bis((tiyofen-2-karboksamit)propil)piperazin sentezi

Peptidler, B-laktamlar ve makrolaktamlar biyoaktifye sahip en 06nemli

karboksamitlerdir.

1.2.2. Karboksamitlerin farmakolojik aktiviteleri

Bu molekiiller kas genlerinde diizenleyici olarak kullanilir (Lippert 2000).

DNA iskeleti iizerinde anahtar kilit uyumunu hassas bir sekilde saglayan metal

bilesikleri, niikleik asit ve protein arasinda gerceklesen reaksiyon igin reaktif

modeldirler (Lippard 1978).

Gegis metal komplekslerinin anahtar kilit uyumu icerisinde hedef bolgesi

secerek etki etmesi bu caligmalara giiveni artirmis ve calismalarda tercih sebebi

olmustur (Cowan 2001; Morrow and Iranzo 2004).

A
Q\C( _H

HN No, N

C\\O\¢ ,O//Cjij NO3 2H20
//%n\
O O\C
NOz i
(0] (0]

Ln=La(lll), Sm(II1), Eu(ll) ve Th(lll)

Sekil 1.25. N',N" bis(3 karboksi 1 oksofenilenil) 2 amino N arilbenzamidin ve

ligandlarin yapisi

Antihelmintik amaciyla tecih edilen albendazol ve benzimidazol-2-karbamat

bilesiklerinin biyo aktivitesini yiikseltmek amaciyla bu bilesiklerin karboksamit

tiirevlerini sentezlenmislerdir (Rivera et al. 2007).
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0]
Rl H CH3

Rl= H, C|’ R2= H, CH3
Sekil 1.26. H-benzimidazol-5(6)-il karboksamit tiirevleri

2001 yilinda yapilan bir ¢alismada C. albicans lzerinde flukonazole muadili

antifungal etki ettigini rapor etmislerdir ( Goker et al. 2001)

NHR; R, '.?Nl
HO + >—< E}—R
\H/CENHZ NaO3SW/®(R3 HO?}/C[N/ 2
o OH o) Rs
|

N
SOCI2 R
Uygun amin

Rl:CHSPh, H
R,=OCHs, Cl, OCH,Ph
RBZOCH3, H

" ©\/NC>*NH : F\@NH

Sekil 1.27. Fenil-N-Karboksamito-H-Benzimidazol tiirevi bilesigin sentezi
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o)
CHO { NH XY “CHs3
+ CH3COCH,COOC,Hs
o~ o

OH

‘ Br,
NH

©\/r\/ HoN— C NH,
@Coy \TSCOCI
(O]

el

N/S

@ff COL

Sekil 1.28. Karboksamit turevleri sentezi

Nikotinamid enteroviriislere karsi antiviral etki ettigi ve immun sisteme
destek olarak hastaliklar1 tedavi etmekte kullanildig1 raporlanmistir (Mo€ll et al.
2009).

1.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) enzimleri biitiin canlilarda pH’ 1 stabil tutabilmekte
kullanilan, su-elektrolit-iyon transferinde diizenleyici goérevi alan izoenzimlerdir.
Karbondioksidin hidrasyonu ile bikarbonatin dehidratasyonunu sistematik olarak

katalize ederler (Wistrand et al. 1986; Beydemir et al. 2011; Ferraroni et al. 2002).

CA I ve CA II izoenzimleri insan kanindaki eritrositlerden izole edilen ilk
enzimler olmus olup CA izolasyonunda sik¢a kullanilan yontem afinite kromatografisi
yontemidir. Afinite kromatografisi yontemi ilk olarak 1970’ li yillarin basindan
itibaren tercih edilmeye baslanilmistir. Bugiine kadar CA enziminin 16 izoenzimi

oldugu tespit edilmstir (Supuran and Scozzafava 2001; Supuran 2008, 2017).
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CA enzimleri her canlida farkli izoenzimler olarak calisirlar. Bu enzimlerin
canlilarin nerelerinde ve nasil yogunlastiklarini ve ¢alisma sekillerini anlamak i¢in pek

cok calisma yapilmistir (Dinger et al. 2016).

CA enzimi, organizmalarda genis bir alanda bulunur ve aktif bolgesi Zn*?
iyonudur. Sekil 1.29.” da gosterilen CO2” in HCO3™ ve H' hidratasyonunu tersinir

katalizler (Supuran and Scozzafava 2001).
CO2+H20  (ummmp H2CO3 ﬁHCOa?H"

Sekil 1.29. CO2’in HCO3™ ve H" hidratasyonu

CA' lar prokaryotik ve 0karyotik canlilarda yaygin olarak bulunurlar (Supuran

2008). CA’ lar a-,B-, y-, 0-, (-, n- gen familyalar1 altinda sekillenir (Alterio et al. 2012).

Omurgalilarda, mantarlarda, alglerde, mercanlarda, ve yesil bitkilerde
sitoplazma kisminda o-CA (Maren 1997; Alterio 2012), bakterilerde, alglerde,
arkealarda, monokotiledonda ve dikotiledondalarin sitoplazma kisminda B-CA’ lar
bulunur (Winum 2010; Alterio 2012). Bitkiler ve arkealar blinyesinde y-CA larin
varhigr gortilmiis ve {-CA lar ise sadece deniz diatomlar1 biinyesinde gézlemlenmistir
(Xu 2008; Alterio 2012).

a-CA’larin hiicre i¢i yerlesimleri asagida sematize edilmistir;

| ‘

A G
- {0

Bazal

Sekil 1.30. a-CA yerlesim ve kompozisyon formlari

Memeli canlilarin eritrositlerinde CA-1 ve CA-II, kas yapilarinda CA-I11l, insan
bobrek yapisinda CA-IV, baz1 daku mitokondrilerinde CA-V, tiikriik bezi yapisinda
CA-VI ve sitozolde CA-VII yapisinda bulunur (Kifrevioglu et al. 2002). CA-I, CA-
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Il, CA-111, CA-VII ve CA-XIII izozimleri sitolozik formlardir. CA-1V, IX, X1l ve XIV

izoenzimleri ise membrana baghdir.

Tablo 1.2. CA izoenzimlerinin etkileri ve organizmadaki dagilimlar

Izoenzim | Etki Organizmadaki yeri
CA-Il Antireflii ve iyon taginmast Eritrositler,
Gastrointestinal sistem

CA-IlI Antirefli, kemik rezorpsiyonu, sperm Neredeyse bitiin hiicre
aktivitesi, trenin asidifikasyonu ve CO; yapilarinda
nazal kemosensitivitesi

CA-11 Antireflii, yag asitlerinin metabolik Insanda embriyo
aktiviteleri, s1v1 tasinmasi ve homedstazi notokordunda ve kas

sistemi,

CA-IV Antirefli, HCOs3- absorbsiyon, NH4 salinmmu, | Gastrointestinal sistem,
Ph’1n diizenlenmesi, okiiler siv1 iiretimi, kan | Bobrekler, Pankreaslar,
akist Tiikiiriik bezi, Kalp kas1

ve Gozler

CA-VA Biyosentetik reaksiyonda piruvat Akcigerler, Bobrekler,
karboksilaza HCOs- saglamak Pankreaslar

CA-VB Biyosentetk reaksiyon, amonyak Pankreaslar, Bobrekler,
detoksifikasyon TUkurik bezi, Kalpte ve

kas sisteminde

CA-VI pH' nin dengelenmesi, antirefld, Tiikriik Gozyas ve siit
antikarsinojen etki, tat duyuslari salgilari, Nazal bez,

CA-VII Serebrospinal sivi tiretimi Sinir sistemi

CA-VIII | Fonksiyonsuz Purkinj hucreleri

CA-IX pH' nin dengelenmesi, hiicrenin adhezyonu Gastrointestinal sistem,
proliferasyonu ve farklilagmasi, iyon aktarimi | kanser turleri

CA-X Fonksiyonsuz Beyin ve merkezi sinir

sistemi, Miyelin kiliflar

CA-XI Fonksiyonsuz Beyin ve merkezi sinir

sistemi, Omurilik

CA-XII pH' nin dengelenmesi, HCO3 absorbsiyon Kolonda, Bobreklerde,

Prostatda, Kanser
trlerinde

CA-XIII Bobrek ve Greme sistemi ve asit baz Timusda, Ince
dengesinin saglanmasinda bagirsakda, Kolonda,

Dalakta,

CA-XIV | HCOs3 absorbsiyonu, sinirde sinyallerin Merkezi sinir sistemi,
iletimi Kolonda, Bobrekte, kas

sisteminde
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Eritrositlerde hCA-II ile birlikte hCA-1 izoenzimide bulunur ve bunlar
cozlnebilirler. Eritrositler icerisinde hemoglobinlerden sonra en fazla miktarda

bulunan proteinlerdir (Lowe et al. 1991; Brady et al. 1991).

Stilfonamitler kolaylikla iyonik yapi kazanirlar, bu durumda CA enziminin
inhibisyonu noktasinda son derece énemlidir (Roughton ve Booth 1946). CA-I ve Il
izoenzim yapilarinin aminoasit dizilimleri ve 3 boyutlu yapilar ilizerine yapilan
aragtirmada bu enzimlerin etkilerinin farklilik gosterdigi ayn1 zamanda da 3 boyutlu
yapilarinin birbirlerine benzer yapida olduklar1 goriilmiistiir. (Tashian 1983; Deutsch

1997). CA-l ve CA-II’ in ii¢ boyutlu modellemesi Sekil 1.31°de gosterilmistir.

Sekil 1.31. CA-I ve CA-Il izoenzimlerinin 3D modelleri (Chiaramonte et al.
2018; Vannozzi et al. 2021)
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Silfonamitler birgok hastaligin tedavisinde uzun zamandir kullanilan 6nemli
bilesiklerdir ve bilinen en giiglii karbonik anhidraz inhibitorleridir. Bu yiizden de
dokulardaki CA izoenzimlerinin inhibe etmek icin stlfonamitlere ihtiya¢ duyulur.
Sulfonamitler kolaylikla iyonik yapi kazanabilen molekiillerdir, bu ozellikleri, CA

enziminin inhibisyonu noktasinda stlfonamitlerin 6nemini daha da arttirmaktadir

(Roughton ve Booth 1946).
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2. KAYNAK OZETLERI

Silfonamitlerin kesfedilmesinden bugiine kadar siilfonamit tiirevleri ve
bunlarin hangi canlida nerede bulundugu nasil bir isleve sahip oldugu tizerine ¢ok

sayida aragtirmalar yapilmistir.

Stilfonamitler tizerine yapilan arastirmalarin neticesinde farmakolojik olarak
anti-timor ve antimikrobiyal alanlarda yapilan g¢aligmalar sonucunda stlfonamit
tirevleri sentezlenmistir. Ayrica siilfonamitler CA enziminin inhibisyonu olarakta
aktivite gosterdikleri bilinmektedir ve bu tez ¢alismasi kapsaminda da bu

ozelliklerinden faydanilmak istenilmistir.

Siilfonamitlerin genis bir alanda biyolojik aktivite gostermesi neticesinde ilag¢
endistrisi agisindan da degerlendirmeye yonelik calismalar yapilmasini tesvik
etmistir. Bu sebeple organik sentez ile siilfonamit tiirevlerinin sentezlenmesi amaciyla

bilim dlinyasinda bu tiirevler lizerine ¢alismalar artmistir.

Sulfonamitler diuretik olarakta kullanilmiglardir, bobreklerdeki kan akisini
diisiirerek trik asit miktarin1 azaltirlar. Asetazolamid, Furosemid, Bumetanid,
Azosemid maddeleri karbonik anhidraz inhibitoru siilfonamitlerin bazilaridir.

Stilfonamitler iizerine yapilan ¢ok sayida ¢alisma olsada, bunlarin sadece 25
civarindaki tiirevleri ilag olarak hastalik tedavisinde kullanilabilmektedir. Ancak ilag
olarak kullanilsalar da 1s18a duyarli olduklari unutulmamali ve uygun kosullarda
muhafaza edilmelidirler.

Sulfonamitlerin her ne kadar antibakteriyel olarak kullanilsa da bakterilerin bu
stlfonamit tlrevlerine direng gelistirebilecegi bir gercektir bunun icinde yeni

stilfonamit tiirevlerinin sentezi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir.

Sulfonamit tiyazol ve benzotiyazol tlrevleri (sekil 2.1.)" de aktarildigi gibi
sentezlenmistir. Sentezlenen bu stlfonamit turevleri B. subtilis ve S. aureus' a karsi

etkili olmuslardir (Argyropoulou et al. 2009).
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N Piridin XN I
i S NH, + ocl OR RI- D NH-S@R
R @:S% 2 T ClOS 1 60°C = S>_ i !

R=H, CHa, F, Cl, CH,COOC,Hs, OC,Hs
R1: NHCOCHg, NOz, NH2, Cl

Sekil 2.1. Cesitli Siilfonamit Tiyazol ve benzotiyazollerin Sentezi

Sapna Rani ve Kumar 2014 yilinda yapmis olduklari caligmalarinda antikanser

etkilere sahip yeni tiirevler sentezlemislerdir mekanizmasi Sekil 2.2’ te verilmistir.

0]

N

O O O]
\\S// S
I
— N

Sekil 2.2. Sulfonamit Turevleri

Becheker 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, N-(fenil)-stulfonamit tirevleri
sentezlemigler ve tiim molekiillerin antibakteriyel aktivite gosterdigini rapor

etmislerdir (Sekil 2.3.).

F
MeO—@-H H
s N- NH,
o O O/, \\O
N-(4-metoksifenil)sulfonamid N-(3-fluorofenil)sulfonamid
H
d/ \O
AN N,
VAN
d o
N-(fenil)sulfonamid N-(feniletil)sulfonamid

Sekil 2.3. N-(Fenil)-stlfonamit turevleri

Sitotoksik aktivitesini incelemek i¢in asetillenmis siklopentapeptid tlirevi
Siklolo-(N“-dipicolinoyl)-bis-[L-Leu-DL-Nval]-L-Liz OMe molekulund

sentezlemislerdir (Sekil 2.4.). Siklopentapeptid tiirevi ¢esitli hiicre hatlarina denenmis
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ve sitotoksik aktivite gostererek hiicre gelismelerinde iyi sonuglar verdigi anlagilmistir

(Abo-Ghalia and Amr 2004).

X
o | e
H. N LN H
0 N 0
HsC 0 o) CH,
CH, CH,

CHj
CICOOCHs | ey (ON
TEA Cl HN CHs
0
HsC
o)
HsC
O CH3
1N NaOH NH,NH,.H,0
CHZOH CH3OH
B [
0 pZ ) (0) / 0
N
HsC NH HN HN CHs
HN O O~ 'NH
(0]
0
HZN/\)\'// WCH3 W Tﬁ\/\CHg
O\H H,N”
Karma anhidrin N .
yontemi @Y Azid yontemi
HCI.H,N(CH,),CH —COOH
HCI.HZN(CH2)4(le —COOH 2N( z)4$
NH,.HCl
NH,.HCI CH3
HN
O
H3C
NH

W\COOCHg

Sekil 2.4. Siklo-(N*-dipikolinoil)-bis-[L-Leu-DL-Nval]-L-Liz OMe sentezi
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Piridin-2,6-dikarbonildikloriir’ {in ¢esitli siilfonamitlerle reaksiyonu sonucu
piridindikarboksisiilfonamit tiirevleri sentezlemis (Sekil 2.5.) de gdsterilmistir, *H-
NMR, ¥C-NMR ve FT-IR kullanilarak tayin etmislerdir. hCA-l ve hCA-II
enzimlerine karsi yapilan in-vitro c¢alismalari bu molekiillerin yiiksek enzim

inhibisyonuna sahip olduklarini géstermistir (Stellenboom et al. 2019).

® ®
Cl = Cl + 2 Ar L%» Ar N/ Ar
N 25°C, 12h
o) fo) (e} O
o)
\\ _NH,
(@] o=s" O,
\ _NH N\ _NH
o=5" * AL o=5"" *
S
“NH, cl
Ar=
HZN\//S\\
NH, &%
NH, NH,
NH,

Sekil 2.5. Piridindikarboksistlfonamit Tirevlerinin Sentezi
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullamilan kimyasallar

Tez calismamiz esnasinda yapilan sentez asamalarinda kullanilan ayrica CA
inhibisyon deneylerinde kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich firmasindan
tedarik edilmistir. Kullanilan kimyasal maddelerde saflastirma yapilmadan oldugu

haliyle kullanilmak suretiyle deneylerimiz ger¢eklestirilmistir.

Reaksiyonlar gerceklestilirken periyodik olarak Merck Marka silika jel
plakalar1 kullanilmak suretiyle ince tabaka kromatografisi (TLC) ile denetlenerek
deney kontrol altinda devam ettirilmistir. TLC plaklarina yiklenen kimyasal
numuneleri UV 15181 altinda gézlenmek suretiyle reaksiyonun akibeti hakkinda bilgi

edinilerek takibi yapilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Erime noktas1 tespiti Stuart Melting Point Meter SMP30 cihaz1 ile tespit
edilmis ve Infrared (IR) spektrumlari Thermo Nicolet iS10 FT-IR cihaz ile tespit

edilmistir.

NMR spektroskopisi deneyleri H icin 400 MHz’ de ve C icin 100 MHz’ de
Varian Unity 400 spektrometresin ile analiz edilmistir. Bilesikler DMSO* da ¢6ziilerek
spektrumun sonuglart tayin edilmistir. Bitin kimyasal kaymalar ppm olarak ve

etkilesim sabitleri ise Hz olarak sunulmustur.

LC-MS spektrometresi kullanilmak suretiyle elde edilen siilfonamit tiirevi

maddeler karakterize edilmistir.
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3.2. ' Yontem
3.2.1. SA tirevi maddelerin sentezi

Yapilan bu ¢alismanin birinci sathasinda sulfonamit tirevi maddeler (Sekil
3.1.)’de aktarilan yontem ile sentezlenmistir. Sulfonamit reaktifleri (1 mmol), 5 ml
aseton’ da ¢ozulur ve uzerine 5 ml CH2Cl»: de ¢ozilen benzoil klorir (1.1 mmol)
maddesi damla damla ilave edilir. Reaksiyon ortam1 TLC kromatografisi ile periyodik
olarak kontrol edilerek, siilfonamit turevi madde ortamda tlikenene kadar reaksiyon
oda sicakliginda 12-18 saat karigtilarak devam ettirilir. Ortamdaki stilfonamit turevi
maddenin bittigi anlagildiktan sonra, reaksiyon ortamindaki ¢Oziculer rotary
evaporator kullanilarak mevcut hacminin yarisina kadar ugurulur. Stiziilerek saf suyla

yikanan ¢okelti, aseton /heksan ¢ozUlicl ortaminda Kristallendirilir.

Sentezlenen silfonamit tirevleri asagidaki sekilde aktarildigr yontemle elde
edilmistir. (1 mmol) siilfonamitler, 5 ml aseton/CH2Cl (30:70)’de ¢6zuldi ve Uzerine
5 ml aseton/CH2Cl. (30:70)’de ¢6zilen benzoil klorirler (1.1 mmol) damla damla
eklenilir. Reaksiyon ortaminda bulanma oldugu gézlemlenerek ve yuritilen reaksiyon
TLC ile periyodik olarak kontrol etme yoluyla siilfonamit tiirevi baglangi¢ maddesi
ortamda tukenene kadar reaksiyonlar devam ettirilir. Reaksiyonlar oda sicakliginda 6-
12 saat arasi siirelerde tamamlanmistir. Reaksiyon bitmesi ile olusan ¢okelti siiziilerek
ortamdan ayrilmis ve metilen kloriir ile yikanip oda sicakliginda karanlik ortamda
kurumaya birakilmstir. TLC ile kontrol edilen c¢okelekte safsizlik goriilmesi
durumunda asetonda / petrol eteri ¢ozicl sisteminde tekrar kristallendirilerek

saflastirilir.
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Sekil 3.1. Sulfonamitlerin genel sentezi

Calismamiz ii¢ asamadan olusmaktadir. Bu asamalardan ilki siilfonamit
tiirevlerinin sentezlenmesi, ikincisi elde ettigimiz siilfonamit tiirevlerinin biyolojik
aktiviteleri lizerine yapilan c¢aligmalar1 kapsamaktadir, son olarak molekiiler
modelleme ¢alismalar1 yapilarak baglanma enerjileri hesaplanacaktir. Tez ¢alismamiz
dahilinde cesitli siilfonamit tiirevlerini metilen kloriir ve aseton ortaminda farkl

bilesiklerle ¢aprazlayarak on farkli siilfamid tiirevi sentezlenmistir.
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Sekil 3.2. Sentezlenen silfonamit tlirevleri
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3.3. Arastirma Verileri

3.3.1. N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (1):

Erime Noktas:: 289-291 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 277.2574, beklenen deger:
(C13H12N203S) 276.0569; IR vmax (saf, cm™): 3360, 3286, 3265, 1652, 1580, 1591,
1515, 1486, 1318, 1296, 1267, 1154, 1094, 905, 829, 718; *H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds) o1: 10.54 (brs, 1H), 7.96 (d, AB sisteminin A kismi, J = 9.9 Hz, 2H), 7.95
(s, 2H), 7.81 (d, AB sisteminin B kismi, J = 8.4 Hz, 2H), 7.61 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 7.55
(t,J=7.6 Hz, 2H), 7.27 (br s, 2H); *C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) §c: 165.8, 142.0,
138.6, 134.4, 131.8, 128.3, 127.7, 126.4, 119.7.

3.3.2. N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (2):

o, 2

~

NH

Wel
N
©)J\H

Erime noktasi: 233-235 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 277.3525, beklenen deger:
(C13H12N2038) 276.0569: TR vmax (saf, cml): 3339, 3238, 3065, 1659, 1599, 1543,
1479, 1445, 1325, 1305, 1262, 1161, 1103, 901, 786; *H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)
Su: 10.52 (brs, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.97 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 7.63-7.53 (m, 5H), 7.37 (br
s, 2H); 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8c: 165.6, 145.0, 140.0, 135.0, 132.3, 129.8,
128.9,128.2, 123.7, 121.2, 117.8.
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3.3.3. 2-Floro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (3):

Erime Noktasi: 270-272 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 295.1952, beklenen deger:
(C13H11FN203S) 294.0474; IR vmax (saf, cm™): 3359, 3301, 3264, 1658, 1589, 1515,
1482, 1456, 1401, 1295, 1152, 1092, 899, 833, 725; *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)
on: 10.73 (br s, 1H), 7.88 (d, AB sisteminin A kismi, J = 8.4 Hz, 2H), 7.81 (d, AB
sisteminin B kismu, J = 8.4 Hz, 2H), 7.69 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.60 (g, J = 6.0 Hz, 1H),
7.35 (g, J = 7.6 Hz, 2H), 7.28 (br s, 2H); 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) 5c: 163.1,
158.8 (d, J = 247.5 Hz), 141.6, 138.9, 132.7 (d, J = 8.2 Hz), 129.8 (d, J = 2.6 Hz),
126.6, 124.5, 124.4 (d, J = 12.5 Hz), 119.2, 116.1 (d, J = 10.5 Hz).

3.3.4. 2-Floro-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid sulfonamit (4):

o. O

N

~

NH

F O 2
@)kN
H

Erime Noktas:: 217-219 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 295.2662, beklenen deger:
(C13H11FN203S) 294.0474; IR vmax (saf, cm™): 3407, 3266, 3087, 1653, 1612, 1588,
1526, 1449, 1426, 1312, 1200, 1147, 1083, 915, 780, 757; *H-NMR (400 MHz,
DMSO-de) 81: 10.70 (br s, 1H), 8.3 (s, 1H), 7.85 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.69 (t, J = 1.6
Hz, 1H), 7.62-7.53 (m, 3H), 7.38-7.32 (m, 4H); *C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) dc:
163.0, 158.8 (d, J = 247.7 Hz), 144.6, 139.1, 132.7 (d, J = 8.4 Hz), 129.8 (d, J = 2.5
Hz), 129.4 (d, J = 4.2 Hz), 124.5 (d, J = 3.5 Hz), 124.4 (d, J = 4.4 Hz), 122.5, 120.9,
116.7,116.1 (d, J=21.6 Hz).
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3.3.5. 4-Kloro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (5):

Erime Noktasi: 286-288 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 308.9174, beklenen deger:
(C13H11CIN203S) 310.0179; IR vmax (saf, cm™): 3376, 3303, 3171, 1664, 1590, 1526,
1488, 1402, 1316, 1265, 1156, 1096, 1015, 897, 831, 740; ; *H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds) d1: 10.59 (br s, 1H), 8,00 (d, AB sisteminin A kismui, J = 8,4 Hz, 2H), 7,94
(d, AB sisteminin A kismi, J = 8,4 Hz, 2H), 7,81 (d, AB sisteminin B kismi, J = 8.4
Hz, 2H), 7,62 (d, AB sisteminin B kism1, J = 8.4 Hz, 2H), 7.27 (br s, 2H); *C-NMR
(100 MHz, DMSO-ds) oc: 164.7, 141.8, 138.8, 136.7, 133.1, 129.6, 128.4, 126.4,
119.8.

3.3.6. 4-Kloro-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (6):

o O

N

~

NH
L0
N
/©)kH
cl

Erime Noktasi: 269-271 "C; LC-MS/MS (m/z): 311.1681, beklenen deger:
(C13H11CIN203S) 310.0179; IR vimax (saf, cm™): 3364, 3336, 3211, 1658, 1598, 1570,
1479, 1407, 1323, 1305, 1261, 1157, 1092, 892, 844, 783; H-NMR (400 MHz,
DMSO-de) oH: 10.59 (brs, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.022 (d, AB sisteminin A kismi, J = 8,8
Hz, 2H), 7.96 (dt, J = 7.2 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7,63 (d, AB sisteminin B kismi, J = 8.4 Hz,
2H), 7.59-7.54 (m, 2H), 7.38 (br s, 2H); 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) dc: 164.5,
144.5, 139.2, 136.6, 133.0, 129.6, 129.2, 128.4, 123.1, 120.8, 117.3.
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3.3.7. 4-Metil-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (7):

0. ©

O \\S’/
H
HsC

Erime Noktasi: 303-305 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 288.9490, beklenen deger:
(C14H14N2038S) 290.0725; IR vmax (saf, cm™): 3367, 3330, 3206, 1656, 1596, 1544,
1480, 1325, 1305, 1265, 1157, 902, 837, 780, 708; *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)
OH: 10.46 (br s, 1H), 9.97 (d, AB sisteminin A kismi, J = 8,8 Hz, 2H), 7,91 (d, AB
sisteminin A kismi, J = 8,0 Hz, 2H), 7,81 (d, AB sisteminin B kismi, J = 8.8 Hz, 2H),
7,36 (d, AB sisteminin B kism, J = 8.0 Hz, 2H), 7.27 (br s, 2H), 2.40 (s, 3H); 3C-
NMR (100 MHz, DMSO-ds) oc: 165.7, 142.2, 142.0, 138.6, 131.6, 129.0, 127.8,
126.5, 119.8, 21.0.

3.3.8. 4-Metil-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (8):

oy

~

NH
o 2
jon
H
HsC

Erime Noktasi: 251-253 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 289.0053, beklenen deger:
(C14H14N203S) 290.0725;IR vmax (saf, cm™): 3329.60; ; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-
de) OH: 10.46 (brs, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.98 (dt, J = 6,8 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 7.69-7.63 (m, 2H), 7.37 (br s, 2H), 7,35 (s, 1H), 2.40 (s, 3H); **C-NMR (100
MHz, DMSO-de) 6c: 165.6, 144.5, 141.9, 139.6, 131.6, 129.2, 128.9, 127.7, 123.2,
120.6, 117.3, 21.0.

35



3.3.9. 4-Siyano-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid sulfonamit (9):

Erime Noktasi: 280-282 ‘C; LC-MS/MS (m/z): 299.4717, beklenen deger:
(C14H11N303S) 301.0521; IR vmax (saf, cm™): 3365, 3275, 2229, 1672, 1592, 1532,
1503, 1402, 1323, 1313, 1259, 1160, 1106, 896, 861, 824, 758; ; *H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds) d1: 10.78 (br s, 1H), 8,13 (d, AB sisteminin A kismui, J = 8,4 Hz, 2H), 8.05
(d, AB sisteminin B kismi, J = 8,4 Hz, 2H), 7,96 (d, AB sisteminin A kismi, J = 8.4
Hz, 2H), 7,84 (d, AB sisteminin B kism1, J = 8.4 Hz, 2H), 7.30 (br s, 2H); *C-NMR
(100 MHz, DMSO-ds) oc: 164.6, 141.7, 139.2, 138.5, 132.5, 128.6, 126.6, 120.0,
118.2,114.1.

3.3.10. 4-Siyano-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (10):

o, 2

~

NH
el
N
jog.
NC

Erime Noktas1: 271-273 "C; LC-MS/MS (m/z): 300.0170, beklenen deger:
(C14H11N303S) 301.0521; IR vmax (saf, cm™): 3365, 3256, 355, 2244, 1667, 1598,
1546, 1476, 1335, 1302, 1259, 1158, 1099, 886, 856, 797; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds) dH: 10.76 (br s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.14 (d, AB sisteminin A kismi, J = 8.4
Hz, 2H), 8.05 (d, AB sisteminin B kismi, J = 8.4 Hz, 2H), 7.97 (dt, J = 7.2 Hz, 2.0 Hz,
1H), 7.61-7.56 (m, 2H), 7.40 (br s, 2H); 3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) dc: 164.4,
144.6, 139.1, 138.5, 132.5, 129.4, 128.6, 123.3, 121.2, 117.5, 117.4, 114.1.

Sentezlenen sulfonamit ttrevi molekillerin 1Cso degerleri tespit edilerek
CA-1 ve CA-Il izoenzimlerine karsi inhibe etme kapasitelerinin arastirilmasi: Tez
calismasinin bu kismninda sentezlenen stilfonamit tiirevilerinin (1-10), CA-1 ve CA-1I
enzimlerinin {izerine inhibisyon etkileri incelenmistir Bu amagla ilk olarak CA-1 ve Il

enzimleri Sefaroz 4B-I-tirozin-sulfanilamit afinite kromatografi teknigi kullanilarak
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insan eritrositlerinden saflagtirilmistir. Daha sonra sentezlenen tiirev molekiillerin
enzimler Uizerine 1Cso degerleri belirlenmistir. Ayrica sentezlenen tiirev molekiillerin
CA 1 ve II ile olas1 etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in docking analiz c¢aligmalari

yapilmustir.

Kan hemolizatin hazirlanma asamasi: Kullanilan insan kan1 6rnekleri Agri
Devlet Hastanesinden temin edilmistir. Taze kan 6rnekleri santrifiije alinarak 15
dakika boyunca 2500 g’ de santrifiij edilir. Uste ayrilmis olan kanin plazma ve 16kosit
kism1 damlalik marifetiyle alindiktan sonra altta kalan pelet kisimlar iizerine 0,154M
NaCl tiger kez eklenerek yikanir. Hacminin hemen hemen 5 kati oraninda buzlu
hemoliz ¢6zeltisi ile muamele edilerek eritrosit hemolizi gergeklestirilir. Bu hemolizat
ortam1 +4°C” de 20000 g’ de 30 dakika boyunca santrifiij edilip ve bu sekilde
eritrositlerin hiicre zarlar1 ortamdan uzaklastirilir. Ustte kalan hemolizatlar damlalikla

hassasiyetle alindiktan sonra ¢okelek atilir (Hunaiti ve Soud, 2000).

CA enziminin aktivite tespiti: CA enziminin aktivitesi {izerine yapilan
analizinde, enzimlerin esteraz aktivite etkinligine dayali yontem kullanilarak yapilir.
Esteraz yontemi CA enziminin p-nitrofenil asetati hidrolize ederek p-nitrofenole
doniistirmesini hedefleyen bir yontemdir. p-Nitrofenol 348 nm dalga boyunda max.
absorbans degerlerini vermektedir (Verpoorte et al. 1967). p-nitrofenol bilesigi her
deney giiniinde hazirlanmak suretiyle taze kullanilmistir. p-nitrofenol asetat ¢ozeltisi
(3 mM) olarak kullanildi. 13.5 mg kat1 p-nitrofenol asetat tartildiktan sonra 0,5 ml

aseton icerisinde ¢oziilerek ve 24 ml saf suyla seyreltilerek hazirlanilir.

Sentezlenen tirev molekdllerin CA | ve 1l Uzerine inhibe etme
kabiliyetlerinin  incelenmesi: Calismamiz kapsaminda sentezlenen tiirev
molekdllerin (1-10) CA I ve Il Uzerine inhibisyon etkisini belirlemek icin, her bir tirev
molekiiliin en az 5 farkli konsantrasyonunda aktivite dlgiimleri 3 tekrarli olarak yapilir
ve elde edilen ortalama degerlerle % aktiviteye kars1 konsantrasyon grafikleri ¢izilir.

Bu grafiklerden yararlanilarak ICso degerleri belirlenir.

Docking Analiz Calismalari: CAl'in {i¢ boyutlu yapis1 (PDB ID:6EVR) ve
CAIl'nin ii¢ boyutlu yapist (PDB ID:7RNZ) protein veri bankasindan
(https://www.rcsb.org) indirildi (Niccolo et al. 2018, Supuran et al. 2021). Enzimlerin

tic boyutlu yapilarinin docking i¢in hazirlanmasi i¢in Autodoc 4.2 protokolleri takip
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edildi. Molekdllerin (1-10) kimyasal yapilari ilk olarak ChemDraw 19.1'de ¢izildi ve
Chem3D programina aktarildi. 3 boyutlu yapiin optimizasyonu i¢in Avogadro
programi1 (Hanwell 2012) kullanildi. Ligandlar ve reseptdr hazirliklarindan sonra
Autodock 4.2 ve Autodock vina ile PyRx platformunda (Dallakyan and Olson 2015,
Trott and Olson 2010) docking analizi yapildi. Etkilesim konformasyonlari ve
etkilesimlerin 3D modellerinin gorsellestirilmesi i¢in Discovery Studio Visualizer

kullanildi (Biovia, D. S. and DSME 2017).

Afinite kromatografisi jel hazirlamisi: CA izo enzimlerinin inhibitorleri olan
stlfanilamitler, afinite jeli yapisinda tutunarak CA enzimlerinde yiiksek saflastirma
hedeflenmistir (Pocker and Sarkanen 1979). 25 ml saf su igerisinde AktifSepharose
4B maddesi ¢oztndurdlur, 200 mg tirozin eklenir ve fazla tirozinin saf su ve 0.2 M
NaHCO3 ile yikanir ortamdan uzaklastirilir.  Tirozinin baglanmis oldugu jel
hazirlanmis olan bu tampon ¢ozeltiden 40 ml eklenerek temiz bir behere alinir, 50 mg
stilfonilamid 0 °C 1 M 10ml HCI iceinde ¢oziinddrilip ve tzerine 150 mg NaNO>
Sml’ lik ¢ozeltisi yavasga ilave edilir. Reaksiyon 5-10 dakika kadar strdirildi bu
sekilde diyazollanmis siilfonamit Sepharose-4B tirozin ortamina eklenerek tzerine 1
M’ lik NaOH ilave edilir pH 9,5 ‘e ¢ikartilarak sabit tutulur ve 3 saat boyunca oda
sicakliginda yavas sekilde reaksiyon devam ettirildi. Elde edilen karigim 1 1t su ve 200
ml 0.05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponu ile yikanilir. Ayni tampon ¢ozeltiden ilave
edilerek buzdolabina (+4 °C) alinarak muhafaza edilir (senturk et al. 2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Karboksisiilfonamit Tiirevlerinin Spektrumlari

4.1.1. N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (1)
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Sekil 4.2. 1’in *C-NMR spektrumu
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Sekil 4.4. 1’in LC-MS/MS spektrumu
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4.1.2. N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (2):
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4.1.3. 2-Floro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (3):
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4.1.4. 2-Floro-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid sulfonamit (4):
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4.1.5. 4-Kloro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (5):
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Sekil 4.18. 5’in *C-NMR spektrumu
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Sekil 4.20. 5’in LC-MS/MS spektrumu

48



4.1.6. 4-Kloro-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (6):
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Sekil 4.22. 6’nin 3C-NMR spektrumu
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Sekil 4.24. 6’nin LC-MS/MS spektrumu
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4.1.7. 4-Metil-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (7):

o
] o
= =
=l i

N S

7373

T 7353

7272

1.0 10.0 a.0 B0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 pells ] 1.0 0.0
ppm (f1)
inl
Sekil 4.25. 7°nin "H-NMR spektrumu
2 E
i =
=] =
- w3 w = o a3 @ =l b
o oR a B & =2 ¥ =
ds 3 = 85 8 g
) o O\\go
N/Q/ “NH,
—r1 [ r t Tt T [ Tt T Tt T [ T Tt T T [ T T T T [ T
140.0 1350 1300 1250 1200
ppm (f1)
I H ‘ |
L b . J ) .
Bl Y
I T T T T T
150 100 S0 o
ppm (f1)

Sekil 4.26. 7’nin *C-NMR spektrumu

o1



INntensity, coes

2.0e8

60

62.1 79.0 970

80

1970 92963

22.1 1329 1710

100 120 140
miz, Da

" ‘,' } A
.,f HsC l 1' .|I
u.'-i | ‘ I| ||
Sekil 4.27. 7’nin FT-IR spektrumu
T W -Qf: 75 MCA scans from Sample 1 (TunaSamplelD) of MT... Max. 2.4ef cps.
289.1

160 180 200 220 240 260 280 300 320

Sekil 4.28. 7’nin LC-MS/MS spektrumu
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4.1.8. 4-Metil-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (8):
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Sekil 4.30. 8’ in 3C-NMR spektrumu
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Sekil 4.32. 8’ in LC-MS/MS spektrumu
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4.1.9. 4-Siyano-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (9):
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Sekil 4.34. 9’un 3C-NMR spektrumu
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Sekil 4.36. 9’un LC-MS/MS spektrumu

56




4.1.10. 4-Siyano-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid stlfonamit (10):
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Sekil 4.38. 10’un *C-NMR spektrumu
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4.2. Kantitatif Protein Analizi i¢in Standart Grafik

Tez c¢alismamizin bu kisminda sentezlemis oldugumuz 10 farkli siilfonamit
tirevlerinin CA 1 ve Il izoenzimleri Gizerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Stlfonamit

tdrevlerinin inhibisyon etkileri ICsg degerleri olarak aktarilacaktir.

Bradford yontemi ile protein tayini yapilarak hazirlanan enzim ¢0zeltilerinde
protein tayini yapildi. Hazirlanan ¢dzeltilerde incelenen enzimlerin degerleri tespit
edilerek grafige aktarildi. Standart grafigi (Sekil 4.41.)’ de verilmis olup bu grafik

nazarinda proteinlerin miktarlar1 hesaplanmistir (Bradford 1976).

1,2

o
o

Absorbans (595 nm)
[e»] [e»]
™ o

o
L]

0 20 40 60 80 100 120
Protein (pg)

Sekil 4.41. Bradford metodunda kullanilan standart grafigi
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4.2.1. CA Enzimlerinin Saflastirmasi

[nsan kanindan elde edilen CA-I ve CA-I1 izoenzimlerinin sefaroz 4b-I-tirozin-
stilfanilamid afinite kolonu ile saflastirilmasi sonucunda elde edilen sonuglar Tablo

4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Insan eritrosit CA-l ve CA-1l izoenzimlerinin Sepharose 4B-tirozin-

siilfanilamid afinite kolon materyali ile saflastirilma basamaklari

) © ~ = — ~ & g o
E | 2E| E |58 55| & |E28 £ | E%
E |£D | E g2 BE| £ |83 £ | ¢
> <Y g |doE&| & s | o=l o =
< > -
Hemoliz 135 30 | 183 549 4050 | 7,38 [100,0| 1,0
hCA-I
(Afiniteden | 386 5 0,51 2,55 1930 | 756.86 | 47,65 | 102,55
sonra)
hCA-II
(Afiniteden | 642 4 0,19 | 0,76 | 2568 |3378,95 | 63,40 | 457,85
sonra)

4.3. Inhibitér ICso Degerinin Tayin Edilmesinde Yapilan Calismanin Sonuclari

Sentezlenen tirev molekillerin CA-1 ve Il enzimleri Gzerine inhibisyon
etkilerini belirlemek igin kinetik ¢alismalar yapildi. 1-10 sulfonamit tirevlerinin
tamami i¢in ayr1 ayrt stok cozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden azalan
konsantrasyonlarda ayrica c¢ozeltiler hazirlandi, insan eritrositinden elde edilen CA
enzimlerinin aktivitesi inhibitdrler varliginda incelendi. Inhibitdr konsantrasyonuna
kars1 aktivite grafikleri agsagida listelenmistir. Egri denklemlerinden ICso degerleri

hesaplanmustir.

60



100 &,

y = 100e.72
R*=(,0835
BO
+
2 &0
> >
=
=
£ 40 »
I"t-..
L
20
0
0 0,5 1 15 2
[PH-45A] (M)

Sekil 4.42. N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (1) Konsantrasyona karst hCA-1 %
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Sekil 4.43. N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (1) Konsantrasyona kars1t hCA-I1 %

aktivitesi
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Sekil 4.44. 1N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (2) Konsantrasyona kars1t hCA-1 %
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Sekil 4.45. N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (2) Konsantrasyona karst hCA-11 %
aktivitesi
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Sekil 4.46. 2-floro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (3) Konsantrasyona karsi
hCA-I % aktivitesi
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Sekil 4.47. 2-Floro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (3) Konsantrasyona karsi
hCA-1l % aktivitesi
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4 No’ lu Bilesik icin Aktivite Grafigi
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Sekil 4.48. 2-Floro-N-(3-Silfamoil-fenil)-benzamid (4) Konsantrasyona karsi
hCA-1 % aktivitesi
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Sekil 4.49. 2-Floro-N-(3-Silfamoil-fenil)-benzamid (4) Konsantrasyona karsi
hCA-1l % aktivitesi
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Sekil 4.50. 4-Kloro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (5) Konsantrasyona kars1
hCA-I % aktivitesi
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Sekil 4.51. 4-Kloro-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (5) Konsantrasyona kars1
hCA-I1 % aktivitesi
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Sekil 4.52. 4-Kloro-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (6) Konsantrasyona kars1
hCA-1 % aktivitesi
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Sekil 4.53. 4-Kloro-N-(3-Silfamoil-fenil)-benzamid (6) Konsantrasyona karsi
hCA-I1 % aktivitesi
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Sekil 4.54. 4-Metil-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (7) Konsantrasyona karsi
hCA-I % aktivitesi
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Sekil 4.55. 4-Metil-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (7) Konsantrasyona karsi
hCA-I1 % aktivitesi
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Sekil 4.56. 4-Metil-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (8) Konsantrasyona karsi
hCA-I % aktivitesi

100 &
) y= 100e 0,337
. R? = 10,9755
80
+
.
® 60
Z
2 .
- ey
& 40
e
20
0
0 05 1 15 2 25 3 35 4

[4ME-35A] (uM)

Sekil 4.57. 4-Metil-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (8) Konsantrasyona karsi
hCA-I1 % aktivitesi
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Sekil 4.58. 4-Siyano-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (9) Konsantrasyona karsi
hCA-1 % aktivitesi
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Sekil 4.59. 4-Siyano-N-(4-Sulfamoil-fenil)-benzamid (9) Konsantrasyona kars1
hCA-I1 % aktivitesi
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Sekil 4.60. 4-Siyano-N-(3-Sulfamoil-fenil)-benzamid (10) Konsantrasyona
kars1 hCA-I % aktivitesi
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Sekil 4.61. 4-Siyano-N-(3-stlfamoil-fenil)-benzamid (10) Konsantrasyona
kars1 hCA-Il % aktivitesi

Sentezlenen silfonamit tlrevlerinin hCA-I ve hCA-Il enzimlerine kars1 ICsg

degerleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 4.2. Sentezlenen silfonamit tiirevlerinin hCA-1 ve hCA-11l enzimlerine
kars1 ICsq degerleri

CAl CAlIl

Bilsikler I1Cso ICso

(nM) (nm)

N-(4-sulfamoil-fenil)-benzamid 0,960 | 0,220
N-(3-sulfamoil-fenil)-benzamid 0,170 | 0,250

2-floro-N-(4-stlfamoil-fenil)-benzamid | 0,550 | 0.081

2-floro-N-(3-stlfamoil-fenil)-benzamid | 0,890 | 1,380

4-kloro-N-(4-stlfamoil-fenil)-benzamid | 0,500 | 1,060

4-kloro-N-(3-stlfamoil-fenil)-benzamid | 1,910 | 2,240

4-metil-N-(4-stlfamoil-fenil)-benzamid | 0,190 | 3,850

4-metil-N-(3-sulfamoil-fenil)-benzamid | 1,530 | 2,050

4-siyano-N-(4-sulfamoil-fenil)-

benzamid 0,420 | 4,770

4-siyano-N-(3-sulfamoil-fenil)-

benzamid 1,001 | 1,360

~ 0,032 | 0,051

N——N

Analiz yapilirken 3 kez tekrarlanmis ve ortalamasi alinarak veriler tespit edilmistir.

Hata orani %2 dir.

Tablo 4.2’ de goriildiigii gibi sentezlenen stlfonamit tirevleri nanomolar

dizeyde CA | ve Il enzimlerini inhibe etme kabiliyeti gostermislerdir.
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Sekil 4.62. 4-metil-N-(4-stlfamoil-fenil)-benzamid’in hCA-I aktif bolgesinde

olas1 baglanma/etkilesim 3D goriintiisii.
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Sekil 4.63. hCA 1 ile 4-metil-N-(4-sulfamoil-fenil)-benzamid’in 2D etkilesim

gorantusu
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Sekil 4.64. N-(4-sulfamoil-fenil)-benzamid’in hCA-II ile aktif bolgesinde olas1

y

baglanma/etkilesim 3D gorintusu.
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Sekil 4.65. hCA 1l ile N-(4-stlfamoil-fenil)-benzamid’in 2D etkilesim goriintiisii
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Tablo 4.3. hCA-I ile 1-10 molekiilleri arasinda

hesaplanan baglanma/etkilesim verileri

AG AG
IC50 (kcal/mol) (kcal/mol)
Molekiil (uMm) R2 Autodock Vina
1 0,96 0,983 -7.12 -7.1
2 0,17 0,96 -7.30 -7.7
3 0,55 0,978 -7.10 -7.2
4 0,89 0,966  -6.98 7.6
5 0,5 0,985 -7.00 -7.4
6 1,91 0,964 -6.99 -7.4
7 0,16 0,98 -7.33 -7.6
8 1,53 0,974  -7.25 -7.1
9 0,42 0,971 -7.29 -7.2
10 1,001 0,973 -7.13 -7.1

Tablo 4.4. hCA-Il ile 1-10 molekiilleri arasinda
hesaplanan baglanma/etkilesim verileri

AG AG
IC50 (kcal/mol) (kcal/mol)
Molekiil (M) R2 Autodock Vina
1 0,22 0,96 -6.80 -7.5
2 0,25 0,914 -6.97 -7,6
3 0,081 0,993 -6.83 -7.3
4 1,38 0,998  -6.36 7.1
5 1,06 0,909 -6.50 -7.3
6 2,24 0,979 -6.33 -7.2
7 3,85 0,984 -6.63 -6.7
8 2,05 0,975 -6.50 -6.9
9 4,77 0,981 -6.50 -6.8
10 1,36 0,948 -6.94 -6.9
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5.SONUC

Siilfonamit tiirevi maddeler etkin sekilde biyolojik aktivite gosterdikleri
geemis yillarda yapilan ¢aligmalardan anlagilmistir. Siilfonamit ve tiirevi maddelerin
halkal1 yapisina baglanan bilesiklere gore ve bunlarin baglanma pozisyonlarina gore
etkinlikleri farklilik gosterirler. Tip diinyasinda her gegen giin antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanan mikroorganizmalar oldugu bilinmekle birlikte bu mikroorganizmalara
kars1 gelistirilen ilaglara ihtiyag duyulmaktadir. Bu sebeplerden dolayr bu tez
kapsaminda siilfonamit halkasina baglanan farkli bilesiklerle yeni siilfonamit tiirevi

maddeler sentezlenmistir.

Bu tez ¢alismamizin birinci asamasinda para ve orto siilfonamitler subsititue
benzoilkloriirler ile (H, 2F, 4Cl, 4Me, 4CN) reaksiyona sokularak 10 farkli stilfonamit
tirevi elde edilmistir. Hedeflenen molekiiller i¢in orto ve para siilfonamitler oda
sicakliginda diklorometan / aseton ¢oziicii sisteminde ¢oziiliip lizerine yine aym
¢oziicii sisteminde benzoilkloriir reaktantlar damla damla ilave edilmistir. Reaksiyon
kapali sistemde gergeklestirilmis, agiga ¢ikan asit suya gonderilerek ortamdan
uzaklastirilmistir. Reaksiyon sonunda elde edilen kristaller su ile yikanarak HCI
kalintis1 uzaklastirilmistir. Sentezlenen siilfonamit tiirevleri H-NMR, C-NMR, FT-IR
ve LC-MS/MS spektrofotometrik yontemler kullanilarak karakterize edilmistir.
Stlfonamitler kristalendirilip, kristallerin erime noktalar1 tayin belirlenmistir. Tim
uriinlerde —SO2NH3 grubunun para pozisyonundan bagli olan siilfonamit tiirevleri orta
pozisyonundan bagli olanlara gore daha yiliksek erime noktasina sahip olduklar
anlagilmistir. SO2NH2 grubu orto substitue oldugunda birbirleriyle etkilesen
molekiillerin yiizeylerinin kiigiilmesi nedeniyle, komsu molekiiller arasindaki van der
Waals baglarinin zayiflamasina ve sonu¢ olarakta erime noktasinin diismesine neden

olur.

Bu tez ¢aligmamsinin ikinci kisminda; sentezlenen 1-10 bilesiklerin hCA-I ve
hCA-II enzimleri {izerine inhibisyon etkileri arastirilmistir. Sonuglar sentezi yapilan
molekiillerin tamamiin hCA-l ve hCA-Il Uzerine nm seviyede inhibisyon etkileri
oldugunu gostermistir. hCA-I enzimine kars1 en etkili inhibisyonu 0.170 pM ICso
degeriyle 7 molekilu ve hCA-II enzimine kars1 en etkili inhibisyonu 0.081 pM ICsp

degeriyle 4 molekiilii gdstermistir.
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1-10 bilesiklerinin CA-l ve CA-II'nin aktif bolgelerine olas1 baglanma pozisyonlarini
tahmin edebilmek icin molekiiler docking calismalari yapilmig ve enzimlerin
sentezlenen molekiiller ile etkilesim modelleri analiz edilmistir. Tablo 4.3'de
goriilebilecegi gibi, Autodock 4.2'deki bilesiklerin CAl ile etkilesim puanlari -6.98 ila
7.33 arasinda ve Autodock Vina'da ise bilesiklerin etkilesim puanlar1 7.1 ile 7.7
arasinda degismistir. 7 molekiiliiniin en diisiik baglanma enerjisine sahip modellemesi
Sekil 4.62 verilmistir. Etkilesim modeli incelendiginde Pi-stlfiir, metal akseptor ve
hidrojen baglarmimn modelin olusmasinda etkinligi goze c¢arpmaktadir. Ozellikle
ligandin etkilestigi HIS94, HIS96, THR199 ve HIS200 amino asitlerinin CA’in aktif
bolgesini olusturdugu g6z Oniine alindiginda hem in-vitro hem de in-silico
caligmalarda en iyi inhibisyon potansiyelinin bu molekiilde gozlemlenmesini
desteklemektedir. CA-II enzimi i¢in ise Autodock 4.2 etkilesim puanlari -6.33 ile 6.97
arasinda ve Autodock Vina'da bilesiklerin etkilesim puanlar1 6.7 ile 7.5 arasinda
degismistir. Molekiillerin IC50 degerleri ise 0.081 UM ile 4.77 uM arasindadir.
Docking analiz ve in-vitro sonuglarin birbirine en yakin olan 1 molekilinin muhtemel
baglanma pozisyonu sekil 4.63°de verilmistir. Sekil 4.64 incelendiginde bilesigin
THR199 THR 200, GLN92 ve ASN 67 ile hidrojen bag1 yapabilme yetenegi oldugu
goriilmektedir bunun yaninda aktif bolge amino asitleri HIS96 ve HIS94 ile sirasiyla
psulfur ve Pi-pi etkilesimlerinde bulunmustur. Buna paralel olarak molekiiliin 1C50

degeri 0,220 UM olarak gézlenmistir.
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