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1.GIRIS

Siilfonat esterleri inorganik esterlerin bir sinifidir. Genellikle alkollerin siilfonil
kloriirler ile olan reaksiyonlar1 sonucu olusur. Bu reaksiyon sonucunda alkoller hem
korunmus hem de zor ayrilan bir grup olan -OH grubunu kolay ayrilan bir gruba

doniistiiriilmektedir.

Siilfonat esterleri karsimiza 16semi tedavisinde, noroprotektif etkisi olan
agonist olarak ilaclarda, anti-HIV terapide, antiproliteratif antitiimdr etkiye sahip
molekiillerde, monoaminooksidaz antibiyotik olarak ve karbonik anhidraz,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine inhibisyon etkisi gosteren

molekiillerde yine karsimiza ¢ikmaktadir.

Sesamol, susam tohumlarinda bulunan dogal bir fenol tiirevidir. Sesamol ve
tirevleri  antioksidan, antikanser,  hepatoprotektif, = ndropsikofamokolojik,
antimutajenik, antihepatotoksik, antiinflamatuar, antiagaing, antiplatelet pek ¢ok
biyolojik aktiviteye sahiptir.

Karbonik anhidrazlar (CAs) CO2’yi bikarbonata doniistimlii olarak
katalizleyen ve aktif bolgesinde Zn?* igeren bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz
izozimleri glokoma, diyabet gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde terapétik olarak hedef

enzimlerdir.

Tiim bu ozellikler sebebiyle bu tez kapsaminda sesamol temelli siilfonat
esterlerin sentezi ve bunlarin karbonik anhidraz izoenzimlerinden CA I ve CA 1I

lizerine inhibisyon etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.



2. ALANYAZIN DERLEMESI (LITERATUR)

2.1. Siilfonat Esterler

Inorganik esterlerin bir sinifi olan siilfonat esterler geleneksel olarak bir
alkoliin bir stilfonil kloriirle baz olarak {i¢iinciil bir amin esliginde reaksiyonu sonucu
elde edilir. Siklikla kullanilan siilfonil kloriirler mesitil, tosil, brosil ve trifil siilfonil

klortirlerdir.
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Sekil 2. 1. Siilfonat esterlerin sentezi i¢in geleneksel reaksiyon
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Sekil 2. 2. Baz siilfonil kloriirler

Geleneksel olarak kullanilan bu yontemin haricinde siilfonat esterlerin sentezi
i¢in pek ¢ok ydntem vardir. Ornegin Jalalian ve grubu diariliyodonyum tuzlarini
kullanarak metal kullanmaksizin pek ¢ok siilfonat ester sentezini gerceklestirmislerdir

(Jalalian et al. 2012).
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Sekil 2. 3. Diariliyodonyum tuzlarindan siilfonat esterlerin sentezi

Bununla beraber Chandra ve grubu ise siilfonik asitlerin gesitli ¢oziiciilerde

alifatik alkollerle MW (mikro dalga) esliginde alkil aril siilfonatlarin sentezini



gerceklestirmislerdir. Reaksiyon metal ve halojen olmaksizin ¢evre dostu olmasi

sebebi ile 6onemlidir (Chandra et al. 2017).

0 Cozucl 0O
I + HO L i —— e —
" MW 11
0 o)
5

3 4

Sekil 2. 4. Siilfonik asit ve alifatik alkollerden siilfonat esterlerin sentezi

Gao ve calisma arkadaslar1 ise sodyum siilfinat ve fenollerden metal
kullanmaksizin iyot katalize, ¢evreci ve kolay bir yolla yiiksek verimle siilfonat

esterlerin sentezini ger¢eklestirmislerdir (Gao et al. 2015).

OH OTs

1,/K,CO5 N

RL\ + —@SOZNa _— R@

= CH3OH,rt =
6 7 8

Sekil 2. 5. Siilfinatlardan siilfonat esterlerin sentezi

Gao elde edilen siilfonat esterler i¢in asagidaki mekanizmayi onermislerdir.
Sodyum siilfonat ilk olarak iyot ile reaksiyona girerek siilfonil radikali (E)’yi vermek
tizere kolayca homolize olarak siilfonil iyodiir (A) olusturur. Bununla beraber fenoller
alkali ortamda ariloksi anyonu (B)’ye doniistiiriiliir. Sonra ariloksi anyon B, E radikali
ile birlestirilerek radikal anyon C’yi olusturur. Radikal anyon C ise A ile tepkimeye
girerek D radikal anyonu ile birlikte istenen siilfonat ester olusur. Radikal anyon D ise

bir sonraki dongii i¢in radikal E'yi olusturur.
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Sekil 2. 6. Siilfonat esterlerin eldesi i¢in 6nerilen mekanizma

2
RSO,Na RSOl <——= R-§" ” 0

Bununla beraber Bahrami et al (2012) ise tiyollerden amberlit varliginda H20>
ve POCI; kullanilarak 25° C* de siilfonat esterleri sentezlenmislerdir. Aromatik
halkada elektron saglayici ve ¢ekici gruplarin varliginda reaksiyonlar incelenmis ve
kisa siireli olan reaksiyonlarin elektron ¢ekigi gruplar oldugu zaman, reaksiyonun daha
uzun siireli olarak gergeklestigini belirtmislerdir. Hem anilinin hem de fenoliin ayni
ortamda oldugu reaksiyonlarda sadece fenoliin raksiyona girerek siilfonat esterlerinin
elde edildigini ve amino fenol yapisindaki molekiillerde oksijen tizerinden ger¢eklesen
reaksiyon ile siilfonat esterlerin elde edilecegini ve kullanilan bu sistemin

stilfonilisazyon reaksiyonlarinda bu 6zelligi ile 6nemli oldugunu ortaya koymuslardir.

Amberlit-ArOH 9

RSH > R—ﬁ—OAr
H202-POC|3 O
8 9

Sekil 2. 7. Siilfonat esterlerin H2O2-POCl3 ile eldesi

Meshram ve Patil (2009), CuO katalizorliigiinde siilfonat esterlerin sentezi i¢in
etkin (diisik maliyetli ve kolay kullanimli bir katalizér esliginde) bir yol

gelistirmislerdir.
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Sekil 2. 8. Siilfonat esterlerin sentezinde yeni bir yontem

Ayrica asetal olusturabilecek dioller %2 mol Bu2SnO katalizorliigiinde
regioselektif olarak TsCIl ve NEtsz esliginde siilfonat esterlere doniistiiriilmiislerdir.
Reaksiyon katalizorlii ve katalizorsiiz gergeklestirildiginde katalizorsiiz halde segici

olmadig1 ve reaksiyon siiresinin uzadig1 gézlemlenmistir (Martinelli et al. 2002).

OH

OH
BUZSnO
.
Ph)\/ OH > Ph)\/ PTs

TSC', NEt3’ CH2C|2

12 13

Sekil 2.9. Diollerden siilfonat esterlerin regioselektif sentezi

Reaksiyon icin Onerilen katalik dongii ise su sekilde agiklanmistir. Dioliin
Bu2SnO ile reaksiyonu, bir dimerik tiir 15 ile dengede olan kalay asetal 14'i in situ
olarak olusturur. P-TsCl ile siilfonilasyon, ara iiriinler 16 ve 17’nin olusumuna yol
acar. NEts, 18’in olusumu i¢in dimerik yapilar1 pargalar. Tosilat 18’in dioliin baska bir
molekiilii etkilemesi ara tirlin 19'un olusumuna sebep olacaktir. Trietilamin daha sonra
kalay asetal (14)'i yeniden olusturmak ve katalitik dongiiyli tamamlamak i¢in HCI

tutmaktadir.
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Sekil 2. 10. Diollerden siilfonat esterlerin katalitik dongii

Yine Shen ve grubu ise iyot benzen katalize aminokinolin siilfonat esterlerin

sentezini geceklestirmislerdir. Sentez yontemi hem siilfonat esterlerin eldesi i¢in hem

de reaksiyonlarin kinolin 5 pozisyonunda gerceklesmesi acisindan Onemlidir.

Reaksiyonun gecis metalleri olmaksizin gerceklestirilmesi de ayrica bir avantaj olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Shen et al. 2017).
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+ RSO3H
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CH3CO3H

OO0
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> N |
HN\
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Sekil 2. 11. Iyot benzen katalize siilfonat esterlerin sentezi

OTs



Bhatthula ve grubu tarafindan alkoksi stilfonilasyon reaktifleri olarak DMS ve
DES kullanilarak aril ve heteroaril siilfonik esterlerin dogrudan sentezi igin etkili ve
basit bir yaklasim gelistirilmistir. Reaksiyonun basit ve dlgeklenebilir olmasi, diisiik
maliyetli, kolay ve genis bir substrat yelpazesinde gerceklestirilebilmesi, ¢oziicii,
pahal katalizorler, baz, ligand katki maddeleri veya diger reaktifler gerektirmemesi
gibi avantajlarinin bulunmasi bu yontemin 6nemli 6zellikleri arasindadir (Bhatthula et
al. 2020).

OMe
(I‘I) ¢bzicusiz SO3Me
+ MeO—ﬁ—OMe -
(0] MeO
22 23 24

Sekil 2. 12. Bhatthula ve grubunun siilfonat esterlerin sentezi icin gelistirdikleri
yontem

Pek cok degisik yontemle elde edilen siilfonat esterler dnemli biyolojik
aktiviteye de sahiptirler. Ornegin cjoc42 ve tiirevleri, birgok kanser tiiriinde anahtar
rol oynayan onko-protein Gankrin'i baglayarak anti-kanser aktivitesine sahip
molekiillerdir (Kanabar et al. 2020, Chattopadhyay et al. 2016). Ayrica KN62,
antitiimor Ozelliklere sahip bir siilfonat esterdir. Bununla beraber kumarin siilfonat
ester monoamin oksidaz inhibitoridir (Gao et al. 2015). Bazi metan siilfonatlar
karbonik anhidraz ve kolinesteraz inhibitérleridir (Kazancioglu et al. 2012, Zilbeyaz
et al. 2018). 5-siilfonoksi antralik asit tiirevleri, antibakteriyel ajan olarak yeni
bilesiklerin kesfi ve gelistirilmesi i¢in ¢ok dnemli olan Mur A enzim inhibisyonunu
gostermistir (Helal et al. 2019). Busulfan ise kemoterapide kullanilan bir ilagtir
(Pishnamazi et al. 2020). Oksim siilfonat ester 16semi hiicrelerine kars1 antiproliferatif
aktivite ve tiibiilin polimerizasyonunun gii¢lii inhibitorleridir. Paeneol siilfonat ester
ise anti HIV tedavi i¢in kullanilabilecek oncii bir bilesiktir (Chandra et al. 2017). BAY
38-7271 noroprotektif etkisi olan ve agonist olarak kullanilan bir ilactir. Bocek
oldiiriicti 6zelliklere sahip baz1 sesamol bazli siilfonat esterler de, geleneksel yontemle

elde edilen 6rnekler arasindadir (Che Zhi-Ping et al. 2020). (Sekil 2.14)



Bununla beraber stilfonat esterler, organik kimyacilar i¢in anahtar ara {irtindiir.
Ornegin croos-coupling reaksiyonlarinda R’kyek ve grubu Sonogashira reaksiyonu ile
siilfonat esterleri kullanarak pek cok aril tlirevini %60-90 arasinda verim ile

sentezlemistir (R’kyek et al. 2010).

Pd(TFA), y
CyPf-tBu
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Sekil 2. 13. Siilfonat esterlerden alkin sentezi
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Sekil 2. 14. Biyolojik agidan 6nemli baz siilfonat esterler



Bununla beraber antibakteriyel ajan olarak kullanilan sentetik antibiyotik olan
stilfonamid sentezinde siilfonat esterler Bornhold ve grubu tarafindan basarili bir

sekilde kullanilmistir (Bornholdt et al. 2009).

R F 3 Eq. Amin
O veya o
I -
LYo ) AL E
=N O 1 Eq. amin + 2.2 DIPEA = &
F F CH4CN, rt,1 h,
28 29

Sekil 2. 15. Siilfonat esterlerde siilfonamitlerin sentezi

Ayrica Ratushnyy ve ¢alisma grubu ara {irlin siilfonil radikalleri iizerinden S-
O bagini yarilmasi ile medisinal agidan 6nemli pek ¢ok vinil siilfonlarin sentezini

gerceklestirmiglerdir (Ratushnyy et al. 2018).

0 ™ 3 A 95670
\S > . —_— AN
7N )

30 3 32

Sekil 2. 16. Vinil siilfonlarin sentezi

Vinil siilfonlarin olusumu igin ise asagidaki mekanizmay: 6nermislerdir. Tlk
once fenol ester 33 ve bir DMA molekiilii arasindaki reaksiyon EDA (elektron donor
alict) kompleksi A olusur. Uyarilmis kompleks A* tek elektron transferi ile siilfonil
radikali D ve fenoksit E ye doniisecek olan radikal anyon B’yi olusturur. Siilfonil
radikali D’nin stirene katilmasi ile benzil radikali F olusur. Daha sonra D veya C
radikallerinden biri intermolekiiler hidrojen atom trasferi ile 3a nin olusumuna sebep
olurlar. Ayrica alternatif diger bir yolda ise benzil radikali F’nin deprotonasyonu
katalitik dongiiyli tamamlayan anyon radikal G’yi olusturur. Daha sonra radikal anyon
G, 33 iizerinden intermolekiiler SET ile 32 {irliniinii ile katalitik dongiide radikal anyon

B olusur.
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Sekil 2. 17. Vinil siilfonlarin eldesi i¢in dnerilen reaksiyon mekanizmast

Palmieri ve calisma arkadaslari tosilatlar ve mesilatlari
tetrabutilamonyumnitrit (TBAN) ile muamele ederek 1limli sartlar altinda kolay ve
dogrudan boya, plastik, parfiim, farmasdétikil ve dogal iiriin acisindan 6nemli olan

nitroalkanlarin pek ¢ok tiirevini sentezlemislerdir (Palmieri et al. 2013).

OTs 1.5 equiv Bu4yNNO, NO,
R R! toluene, rt,h o R)\R‘l
34 (k-n) 35 (k-n)
R R’ Product yield(%)a
(Time, h)
CH3CH; CH3(CHy)s k 41(28)
CH3 PhCH,CH, | 33(39)
CH3 CH3(CH5)s m <10(37)
CH3(CH>), CH3(CHy3)2 n <10(40)

a saf izole edilen Urlnlerin verimi

Sekil 2. 18. Ikincil nitroalkanlarin sentezi
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2.2. Sesamol ve Onemi

Susam yaginin bir bileseni olan Sesamol (3,4-metilendioksifenol) (36) fenolik
dogal bir triindiir (Chen et al. 2015). Susam yag1 gidadan kozmetige, farmasotikten
kimya endiistrilerine kadar genis bir yelpazede kullanim alanina sahiptir (Constantin
et al. 2012). Susam yagi1 tokoferol, fitosteroller ve sesamin, sesamol ve sesemolin
lignanlart agisindan oldukga zengindir (Ji et al. 2018). Sesamol termal olarak kararli
bir bilesik olup yiiksek sicaklikta ve nem mevcudiyetinde sesamolin yaginin islenmesi

(kavurma ve renk giderme) sirasinda olusur (Yashaswini et al. 2017) .

O> o
O .\\\\\\\\@ o Q?

O o

L\ H
awW H

gw
N O o
o o o e
Sesamol (36) < <
O O
Sesamin
Sesamolin

Sekil 2. 19. Susam yag1 lignanlari

Dogal olarak elde edilen sesamol sentetik olarak elde edilebilir. Ornegin Zhou
ve grubu susamdan ekstraksiyon ve kolon kromatografisini kullanarak sesamol (36)’y1
dogal kaynagindan elde etmislerdir (Zhoua et al. 2021).

70% etanol ) Dietileter Dietileter
Susam tozu Filtrat Ekstrakt ——— = Konsantrasyon

(100 g) 60°C 4 saat Ekstraksiyon

Silikajel
(kolon
kramatografisi)

Petrol eteri
- Ham sesamol
Kristallendirme

Yapitayini «———— Saf sesamol
(beyaz kristal)
Sekil 2. 20. Sesamol (36)’nin dogal olarak eldesi

Gangar ve grubu ise sesamol (36)’y1 sentetik olarak elde etmislerdir.

Reaksiyon piperonal (37)’nin DBU esliginde CHzl; ile dioksol 38’e doniisiimiinii ve
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Beayer Villiger oksidasyonunu takip eden hidroliz ile sesamol (36)’nin sentezi

gerceklestirilmistir (Gangar et al. 2016).

o OH

D/%o DBU, CH,l, <O Xp 1.m-CPBA,DCM, 1h < :(j

—_—

HO DMF,refluks,4h 0 2. KOH, MeOH
37 38

Sekil 2. 21. Sesamol (36) i¢in sentez yontemi.

He ve Jamison ise aerobik oksidasyonu ile Grignard bilesikleri {izerinden

Sesamol (9)’un sentezini %57 verimle gergeklestirmislerdir (He and Jamison 2014).

XX MgBr Hava A <O OH
GF 250 psi, -25 °C, THF o

39

Sekil 2. 22. Sesamol (36)’nin Grignard bilesikleri iizerinden sentezi

Oksidasyon Basamagi

R-MgX + O, = R+ -00MgX

R-OOMgX

LY

Metatez Basamagqi
R-OOMgX + R-MgX ———» 2R-OMgX

Sekil 2. 23. Oksidasyon i¢in mekanizma

Mekanizma olarak radikal zincir prosesi lizerinden iki basamakli bir reaksiyon

tizerinden gergeklestigini Onermislerdir. Baglangigta alkil veya aril magnezyum tiirleri
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molekiiler oksijen ile etkileserek alkil veya aril radikallerinin olusumu
gerceklesmektedir. Olusan radikal bir organoperoksit radikali olusturmak tizere ikinci
bir molekiiler oksijen tarafindan yakalanir. Organoperoksit radikali de ikinci bir
Grignard bilesigi ile reaksiyona girer ve organoperoksit magnezyum tuzunu olusturur.
Olusan bu tuzlarda alkoksit veya fenoksitleri olusturmak tizere Grignard bilesigi ile
etkilesir.

Xia ve grubu ise pek ¢ok agidan 6nemli olan fenolleri aril ve heteroaril
halojeniirlerde bakir katalize hidroksilasyon ile 1limli sartlar altinda elde etmistir bu
reaksiyonlarinda asagida gosterilen dioksol igeren halobenzenler (40) iizerinden
sesamoliin sentezini gerceklestirmistir. Ozellikle halojenin brom ve iyot olmasi

durumunda reaksiyon %99 verim ile ger¢eklestirilmistir ( Xia et al. 2016).

| O\I KOH HO O\I
: o C: Cu asetilaseton : O

40 %99 36

Sekil 2. 24. Sesamol (36) ‘nin eldesi i¢in Xia ve grubu tarafindan gelistirilen sentez
yontemi

Sesamol (36) antioksidan, anti kanser, hepatoprotektif, noropsikofarmakolojik
gibi pek c¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir (Constantin et al. 2012). Bunlara ilaveten
antimutagenik, antihepatotoksik, anti-inflamatuar, antiaging ve antiplatelet 6zelliklere
de sahiptir (Chen et al. 2015). Tiim bu 6zellikler sesamol ve tiirevlerinin sentezi ve
biyolojik olarak incelenmesi anlaminda arastirmacilarin olduk¢a dikkatini ¢ekmistir.
Ornegin Engelbrecht ve grubu ise bazi benzodioksan tiirevleri ile beraber asagida
verilen sesamol tirevleri 4la-h’yi sentezleyerek bunlarin psikiyatrik ve
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde hedef enzim olan MAO (Monoamin oksidaz)

tizerine inhibisyon etkilerini incelemislerdir (Engelbrecht et al. 2015).
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Sekil 2. 25. Alkil sesamol tiirevleri

Silva ve grubu antikanser aktivite gOsteren ksantinon tiirevleri 42-44’i

sesamol (36)’dan yola ¢ikarak sentezlemislerdir ( Silva et al. 2014).

SOE26000 <§ 5000
36 O O O

44

Sekil 2. 26. Sesamol (36)’dan ksantan esterlerin sentezi

Bununla beraber bazi dogal bilesiklerin sentezinde sesamol uygun ¢ikis
molekiilii olarak kullanilmaktadir. Ornegin antifungal etkiye sahip ve cicer
bijugum’dan izole edilen Cicerfuran (45) sesamol (36)’dan yola g¢ikilarak

sentezlenmistir (Damodar et al. 2016).

oH 9
o= O

36 Cicerfuran
45
Sekil 2. 27. Cicerfuran (45)’in sentezi

Anti tiimor aktivitesi ile bilinen ve fitoquinoid sinifina ait olan Cycloillicinone
(46) Wateh ve arkadaslar1 tarafindan sesamol (36)’dan yola ¢ikilarak sentezlenmistir
(Wateh et al. 2015).

14



5 basamak
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%24

Cycloillicinone

36 46
Sekil 2. 28. Cycloillicinone (46)’nin sentezi

Bes bitisik stereojenik merkez igeren carpanone (48), Bougainville Adasi'nda
bulunan carpano agacinin kabugundan rasemik olarak izole edilen, heksasiklik bir
lignandir. Carpanon (48) ise 6 basamakta stereoselektif olarak sesamolden yola

¢ikilarak sentezlenmistir (Liron et al. 2009).

0 OH e BPin
Y — S —.
0 O OTBS
Carpanon

36 47 48
Sekil 2. 29. Carpanon (48)’in sentezi

Antiseptik, antimikrobiyal, psifarmakolojik activiteye sahip Sarisan’in N-
fenilpirazol (49) tiirevleride yine sesamolden yola ¢ikilarak sentezlenmisrtir (Qu et al.
2015).

N-fenil pirazol sarinler
49
Sekil 2. 30. N-fenilpirazol (49)’un sentezi

Thelephora Vialis kuru meyvesinden izole edilen Vialinin A (50) ise sesamol
(36)’dan 11 basamakta sentezlenmis bir dogal iiriindiir. TNF-o {iretimini inhibe ettigini

ve bu ylizden bu tiir maddelerin anti alerjik ajan olarak aday olabilecegi vurgulanmistir
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(Ye et al. 2007). Ayn1 grup dibenzofuran analogu olan Vialinin B(51)’i sesamol
(36)’dan yola ¢ikarak sentezlemislerdir (Ye et al. 2009).

HO OH
0 OH
s oY= o OO
0O O 0 0 0
0O O
36

Vialinin A (50)
Vialinin B (51)

Sekil 2. 31. Vialinin A (50) ve Vialinin B (51) ‘in sentezi

Sesamol ve tiirevleri biyolojik aktif molekiiller, dogal iiriinlerin sentezinde
baslangi¢ molekiilii olmasinin yani sira ¢esitli reaksiyonlarda bir reaktif olarak ta
karsimiza c¢ikmaktadir. Ornegin Zhang et al. (2016) Cu?’nin belirlenmesi igin
floresans sensor olarak rhodamine B tiirevi 52°yi sesamol'ii kullanarak sentezlemistir.

Elde ettikleri bu sensoriin daha segici ve duyarlt oldugunu belirtmislerdir.

~
< :O/ CF4CO0C <°:©\Ao
o OH

CH3COOH

o EtOH Aii'7 ;i'N47—ﬂz::2%i?
0 >> T, e}
Q) L, : (‘) )

N-NH,

\\!!ii J NoH4.H,0 I\ ﬂlii : IIED PWJ k\ .
A

Sekil 2. 32. Rhodamine B tiirevi 52’nin sentezi

Yine Sclafani ve grubu tarafindan yapilan ¢alismada, bir antagonist olan TV-
45070’in ilk asimetrik sentezinde sesamol (36) nin reaktif olarak kullanildig: bir baska
ornektir (Sclafani et al. 2017).
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54
Sekil 2. 33. TV-45070’1n ilk sentezi

Yine Sesamol (36)’nin eliza testinde horseradish peroksidaz enziminin
substrat1 oldugu Arakawa et al. tarafindan belirtilmistir (Arakawa et al. 2012). Shenoy
et al. ise sesamol (36)’nin yaralarin iyilesmesinde etkin oldugu ve bu anlamda umut
verici bir ilag olabilecegini belirtmiglerdir (Shenoy et al. 2011). Khamphio et al.
yiiksek konsantrasymlardaki sesamol (36)’nin prooksidan 6zelligi ile kanser
hiicrelerinde mitokondrial apoptise tetikledigini ifade etmislerdir (Khamphio et al.
2016). Bununla beraber Sesamol diger bitkisel yaglardan oksidatif bozulmaya karsi
daha direnglidir. Sigan beyninde UV- ve Fe+3 / askorbatin neden oldugu lipid
peroksidasyonunu engeller. Sesamol, demir iyonlarini indirgedigi gibi hem sulu hem
de yagh fazlardaki ¢oziiniirliigiinii engellemesi demir iyonlarinin hiicre zarlarinda
yerel konsantrasyonunu artmasina sebeb olur. Bu durum demir iyonlarini zincir kirici
antioksidan hale getirir. Sesamol, hidroksil ve lipid peroksil radikallerini sondiirticti
(yakalar) etki gosterir ve radyasyona bagli deoksiriboz bozulmasini azaltir. Aym
zamanda, y-radyasyonla tek iplikli DNA kopmalarinin olusumunu da engeller. Ayrica
sesamoliin, neoplazi ve mutajenez olusumunda birka¢ asamayi1 inhibe -ettigi

gosterilmistir ( Chopra et al. 2010).
Sesamol reagent oldugu bir baska calismada, {i¢ bilesenli tek kap reaksiyonu

ile farkli katalizorler esliginde pek c¢ok benzofuran sentezi (Cheng et al. 2015)

tarafindan gergeklestirilmistir.
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Sekil 2. 34. Benzofuran (57)’nin sentezi

Yine Salum ve arkadaslar1 sesamol formaldehit ve furfuril amini kullanarak
hem benzoksazini sentezlemisler hem de polimerizasyonunu incelemislerdir. Dogal
triinlerin de kullanilarak son teknolojik Triinlerin ¢evreci sartlar esliginde

sentezlenebilecegini gostermislerdir (Salum et al. 2018).

0 OH 0 0 0]

< ]@/ . 2H0 H,N | . EtOH veya EtOAc: < ﬁ/ﬁ\/@

0 refliiks 0 N
59

36 58

Sekil 2. 35. Sesamol (36)‘dan formaldehit ve furfuril amini kullanilarak benzoksazin
sentezi

Bununla beraber Sesamol Friedel Crafts reaksiyonlarinda naftoller ve
fenollerle karsilagtirildiginda daha iyi bir niikleofillik gosterdigi bilinmektedir (Chang
et al. 2016). Ornegin Chauhan ve Chimni (2013) Aza Friedel Crafts reaksiyonu
iizerinden 6 -OH Cinchona alkoloidleri katalizérliigiinde ve Bai et al. (2014) ise N,N
dioksit skandinyum (I1l) katalize asimetrik aminofenollerin sentezinde de yine

sesamol 6nemli bir reagent olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

o) OH
TS~NH <oj©/ N
o Katalizér 36 Katalizor oj@j\R
4 ﬁj\R - Cézict, rt <o on
o OH

+

Bai et al. ~ Ts Chimni et al.
R/\N/

60 61 62

Sekil 2. 36. Sesamol (36)’dan yola ¢ikilarak Aza Friedel Crafts reaksiyonu iizerinden
aminofenollerin sentezi
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Yine (Zhang et al. 2016) sesemol ve 2 siibstitiic sesamol tiirevlerinin gesitli
nitro alkenlerle kiral tiyotire-tersiyer amin katalizorleri esliginde asimetrik friedel

crafts reksiyonlarini1 % 90’lara varan ee’lerle gergeklestirmislerdir.

R4
0 OH R,
< Cat* (% 5 mol) o OH
© - <

mesitilen
63 + o 40 °C e ¥ NO,
RX-NO:2 96 h R
64 65

Sekil 2. 37. Sesasmol ve Tiirevlerinin nitro Alkenlerle Reaksiyonu

Bununa beraber sesamol den elde edilen bazi ara tirtinler 6zellikle siklo katilma
reaksiyonlarinda kullanilmistir. Ornegin Antibiyotik 6zellige sahip ve kumarin tipi
dogal tirtinler olan Arnottin (I ve II)’ler ise sesamolden elde edilen sesamol benzinin

kullanildig: siklokatilma reaksiyonlarina bir 6rnektir (Moschitto et al. 2015).

(e} OMe

OoM
SO
O
QI
O

OMe 0
-tBuO < ]©| > Arnottin |
S * 0 - 68
= 67

+
o 0O
66 T o OMe
O ‘y
<O OMe
0 OH
< :©/ Arnottin Il
O 69
36

Sekil 2. 38. Kumarin tipi dogal iiriinler olan Arnottin (I ve II)’nin sentezi
Alden-Danforth et al. (2008) ise sesamolden elde edilen o-kinon metid ‘in 4+2

siklokatilmalar1 sonucu asimetrik yapiya sahip alkil ve aril siibstitiie kumarinlerin

sentezini gergeklestrmiglerdir.
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Sekil 2. 39. Alkil ve aril siibstitiie kumarinlerin sentezi

Sesamol’lin insan saglig: lizerine olan etkileri ve susam yagiin lezzetinde
onemli bir rol iistlenmesi sebebi ile gerek susam yaginda gerekse de diger gidalarda
lignan igeriginin belirlenmesi i¢in sesemoliin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amag
dogrultusunda sesamoliin ¢esitli yontemlerle taninmasi/belirlenmesi arastirmacilar
arasinda dnemli bir ¢alisma alani olmustur. Ornegin Wang et al. (2018) MOF temelli
bir kompozit olan Tb(3+)@Sr-MOF sensoriinii  sesamoliin  belirlenmesinde
kullanilmak tizere sentezlemislerdir. Bu sensoriin sesamoliin belirlenmesinde MOF
temelli ilk sensor oldugunu belirtmislerdir. Yine Liu et al. (2015) susam yaginda
sesamoliin belirlenmesi amact molekiiler baskilama polimerizasyonuna dayali
CdSe/ZnS kuantum nonopartikiiller ile yeni bir optosensing ¢ip gelistirmislerdir.
Bununla beraber sesamol’iin anti kanser 6zelliginden dolay1, kitosan modifiye edilmis
CdS kuantum nanopartikiillerin sentezi gegeklestirilerek sesamol’iin kanserli hiicreye

daha etkin bir sekilde tasinmasi saglanmigtir (Abdelhamid et al. 2019).

Gerek siilfonat esterlerin gerekse de sesamol ve tiirevlerinin sahip oldugu
biyolojik ve sentetik potansiyellerinden dolayi, bu tez sesamol temelli siilfonat
esterlerin sentezi ve karbonik anhidraz enzimlerinden CA I ve CA II enzimleri lizerine

inhibisyon ¢alismalarini kapsayacaktir.
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2.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidrazlar (CA'lar, EC 4.2.1.1) bir metaloenzim olup, {i¢ basit ama
temel kimyasal tir olan CO2, bikarbonat ve protonlar arasindaki reaksiyonu
dengelerler. 1933 yilinda kesfinden sonra CA’lar {lizerine gerek inhibisyon ve gerekse

de aktivasyonu iizerine pek ¢ok calisma yapilmistir (Supuran 2018 ).
COs +H, O =———= HCOj3z +H"

Sekil 2. 40. CA enziminin katalizledigi baslica reaksiyon

CA’larmm katalitik dongiisii ise su sekilde gergeklesir. Cinkoya bagli su ayni
zamanda Thr199'un hidroksil kismi ile hidrojen bagi olusturur ve bu da daha sonra
Glul06'min karboksilat kismina kopriilenir; bu etkilesimler, ¢inkoya bagli su
molekiiliiniin niikleofilikligini arttirir ve substrati (CO2) niikleofilik saldir1 i¢in uygun
bir konuma yénlendirir. Enzimin aktif formu, hidroksitin Zn?* (a) 'ya bagh oldugu
temel formdur. Bu gii¢lii niikkleofil, komsu (b)’de bir hidrofobik cepte bagl olan CO>
molekiiliine saldirir (zor substrat-baglanma sahasi, insan izozimi CA II durumunda
Vall21, Vall43 ve Leul98 kalintilarin1 icerir) ve Zn?* ile bikarbonatin koordine
oldugu (c)'nin olusumuna yol agar. Bikarbonat iyonu daha sonra bir su molekiilii ile
yer degistirir ve ¢ozelti i¢inde serbest birakilir, katalitik olarak inaktif olan su ile Zn?*

koordineli enzimin asit formu (d)’nin olusumuna yol agar (Supuran 2008).

2.3.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Fizyolojik reaksiyonlari ile birlikte Kkarbonik anhidrazlar c¢esitli rxn’lari
katalizler: Ornegin CO2’nin bikarbonata déniistiiriilebilen hidrasyonu (reaksiyon 1) ;
siyanatin Aminoformik asit ve siyanamit’in iireye hidrasyonu (reaksiyon 2 ve 3); gem-
diollere aldehit hidrasyonu (reaksiyon 4); karboksilik veya siilfonik asit hidrolizi

(reakisyon 5, 6) ve daha az incelenen hidroliz islemleri (reaksiyon 7-9)’dir.
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0o=Cc=0 + H,O0O <——> HCO5 + H* 1

O=C=NH,*+ H,0 <> H,;NCOOH 9
HN=C=NH + H,0 —=<—> NH;CONH, 3
R-CHO + H,0 =—> RCH(OH), 4
RCOOAr + H,0 =—> RCOOH + ArOH 5
RSO3Ar * H,0 = = RSOzH + ArOH 6
NO, NO,

7

NOZO—F + H,0 = NOZ—Q-OH
PhCH,OCOCI + H,0 =<—> PhCH;OH + CO; + HCI 8
RSO,Cl + H,0 <> RSOzH + HCI R=Me, Ph 9

Sekil 2. 41. a-karbonik anhidraz izoenzimleri ile katalize edilen reaksiyonlar

Omurgalilarda CA'larin 16 farkli izoformu bulunur (CA 1-XV). Lokalizasyona
gore (sitozolik, mitokondriyal, salgisal ve membranla iliskili). Tiim organizmalardaki
karbonik anhidrazlar a-, B-, y-, 8-, {-, n-, 0- ve 1 olarak sekiz ayr1 genetik aileye
sahiptir. Bu formlarin hepsi aktif hallerinde kullanilan metal iyonlar: tercihlerinde

farklilik gosterir. Neredeyse her canli organizmada en az bir CA ailesi bulunur.

22



B
oH OH 0

+CO
Zn™ _2. In®
His119 e — 7~ T Hisl19
Hiso4 . His94 ;
His96 HisY6
a b
r/ .
\Hisd N\ - BH “ B “
His96
t 3 2 ) OH; QO
H|564\ %\ 2 s 1
; ~ b + Hal 0O—4
His94% /) Hisn9 S Hislly  —— O
S His94 . -HCO, Zn2*
_g L~ 36 His119

His94

His96
d c
GIn92'¢" -
_ Phel3] -

Sekil 2. 42. CO2’nin CA enzimine baglanmasi ve katalitik dongii

CA'nin agir1 ekspresyonu, glokom, timérijenez, 6dem, obezite, kireglenme ve
epilepsi dahil olmak iizere gesitli patolojik durumlarla iliskilidir. Bu nedenle
arastirmacilar, potansiyel terapotik ajanlar olarak CA segici inhibitdrlerin tasarimina
biiyiik dnem vermeye devam etmektedir (Occhipinti and Boron 2019) . Ornegin Topal
ve grubu cesitli eugenol tiirevlerini sentezleyerek bunlarin hCA I ve II izoenzimleri
lizerine inhibisyonunu incelemislerdir. Elde ettikleri nanomolar seviyedeki Kj
degerleri ile eugenol tlirevleri 73-76’y1 CA izoenzimleri i¢in selektif inhibitorleri

olabilecegini belirtmislerdir (Topal et al. 2017).

OH
OCH3]©/\/\O/© 3mo
OH
OH oH OH OH
3

74
OCHSD/Y\O/@OH OCHSD/Y\O O
OH H H
OH OH © ©

75 76

7

Sekil 2. 43. CA inhibitorleri olarak eugenol tiirevleri
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Gliney ve grubu ise bazi urasil tlirevlerini sentezleyerek hCAI ve hCAII
izoenzimlerinin inhibisyonlarini inceleyerek bu enzimlerin inhibisyonunda yeni bir

siif molekiil grubunu tanimlamislardir (Giiney et al. 2015) .

o) o) o)
Br 9 Br Br
| NH ﬁkNH | /I\g | /’K‘
Nko | Nko N" "0 O
AC H SOZCH3 SOZPhCH3
77 78 79 80

Sekil 2. 44. CA inhibitorleri olarak urasil tiirevleri

2.3.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari ve Dagilimi
CA 1l izoenzimi tasima ve metabolik siiregler i¢in hiicresel seviyede merkezi
bir izoenzimdir. CA, yiiksek karbondioksit derisimlerinde anahtar koruyucu bir
izoenzim olarak c¢alisir. Karbonil siilfir ve karbon disiilfiir gibi karbondioksit

analoglar1 enzim aktiviteleri i¢in substrat problari olarak faydalidir.

CA 1, Alyuvarlarda miktari en ¢ok olan hemoglobin proteini olmasina ragmen
eksikliginde herhangi bir anormallik goriilmez. Sitozolik CA 1, alyuvarlarda CA II’den
5-6 kattan ¢ok bulunur lakin CA II kadar yaygin degildir. hCA II en yaygin bigimde
izole edildigi izoformudur. Ayrica kemik erimesinden solunuma ve pH
diizenlenmesine kadar degisiklik gosteren siireglere katilir. Sitozolik CA 1I aktivitesi

iiriner asitlestirmesini artirir.

hCA 11l yag dokulari, iskelet kasi lifleri ile hepatositler gibi yiiksek oksidasyon
miktarlarina sahip hiicrelerde antioksidan rol oynar. CA IV (membrana bagl)

aktivitesi, Uiriner asidifikasyonu artirir ve CO> tasinmasinda rol oynar.

hCA V, mitokondriyal matriste VA ve VB seklinde bulunur. hCA VA
glikoneogenez i¢in bikarbonat, pirimidin baz sentezi i¢in ise yag asitleri saglar ve kalp,
akciger, dalak ve bagirsak mitokondrilerinde bulunur. hCA VB, metabolizmada orta
derecede rol oynayan pankreas, bobrek ve tiikrilk bezlerinin mitokondrilerinde

eksprese edilmistir (Lindskog 1997; Aggarwal et al. 2013; Hassan et al. 2013).
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CA ile ilgili proteinler CA VIII, X ve XI daha ¢ok merkezi sinir sistemi, beyin
ve akcigerlerde eksprese edilir. CA IX, hipoksik tiimdrler i¢in bir belirtegtir ve meme
kanseri hastalarinda kotii prognoz ile korelasyon gosterir. CA IX ekspresyonunun ve
aktivitesinin timor hiicrelerinde metabolik islev bozuklugu ile iliskili oldugu

belirtilmistir (Hassan et al. 2013).

hCA XIl gastrointestinal mukozada eksprese edilir. Bununla birlikte
akcigerler, bobrekler, prostat ve gogiis tiimorleri de dahil olmak iizere epitelyal
tiimdrlerde asir1 derecede eksprese edilmistir. hCA XIV beyinde ve retinalde bulunur.
Ayrica sinir retinasindan CO2’nin uzaklastirilmasini sagladigt ve fotoreseptor islevini

modiile etmesine yardimci oldugu diistiniilmektedir (Aggarwal et al. 2013).

Insan viicudunda sadece o-CA’lar bulunmustur. insanda bulunan 15 CA
izoformundan 12’si katalitik olarak aktiftir ve bunlarin alt hiicreli lokalizasyonu, organ
ve dokulardaki dagilimi, ekspresyon seviyeleri, kinetik ozellikleri ve inhibitor

baglanma afiniteleri farklilik gosterir (Smirnoviené et al. 2017).

2.3.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Fiziksel, Kimyasal ve Kinetik
Ozellikleri

CA karbondioksitin bikarbonat ve protonlara doniigebilen hidrasyonunu
katalizleyen ve ¢cogunlukla ¢inko bulunduran metaloenzimlerdir (Smirnovien¢ et al.
2017).

CA enzimi ilk taninan metaloenzimdir. CA, Meldrum ve Roughton tarafindan
alyuvarlardan izole edilmistir. CA I, CA II ve CA III’tin {i¢’i de engellenmis bir N-
terminal grubu vardir ve aktivitesi igin gerekli olan Zn?*yi bulundurur. Bu izozimler
belirgin bir sekilde ayr1 genler tarafindan kodlanir ve aminoasit dizileri biiyiik bir
benzerlik gosterir. Gaz degisimi, asit-baz dinamik dengesi, salgilama, fotosentez gibi
siireclerin potansiyel bir diizenleyicisi olan enzim biyosentetik siirecler, kemik
erimesi, kalsifikasyon ve tiimore 6zdesliginin yanisira diger pek cok fizyolojik ve

patolojik siirecte rol oynar (Ferroni et al. 2017).

Karbonik anhidraz izoenzimleri omurgalilar canlilarda, omurgasiz
canlilarlarda, yiiksek bitkiler (yosunlarda) ve bazi bakteri tiirlerinde bulunur. Simdiye
kadar 16 tiir CA izoenzimi memelilerde kesfedilmistir ve en ¢ok ilgiyi insan CA |
(hCA 1), CA 1l (hCA TI) ve sigir CA III (bCA)’s1 almistir. Bunlar yaklasik olarak 29
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kDa molekiil kiitlesi olan monomerlerdir ve Kristal yapilari 0,2 nm ya da daha yiiksek
¢cOzliniirliikte ¢oziilmiistir. Bununla birlikte polipeptit zincirinin katlanmasi bu
enzimlerin ¢t i¢in de benzerdir (Johansson and Forsman 1993; Sentiirk et al. 2009).
Izoenzimler, birbirinden immiinokimyasal ve genetik olarak farklilik gdsterir. Bununla
birlikte izozimlerin hepsinin birgok elektroforetik varyant1 bulunur (Register et al.
1978).

CA, kesfedildigi giinden bu giine memeli alyuvarlarinda fazlaca bulunurken
doku ve salgi organlarinin farkli tiirlerinde oranla az bulunuyor (Krungkrai et al.
2001). CA I (distik aktivite, stilfonamide duyarli form), ¢ogunlukla alyuvarlarda
bulunurken diger dokularda da (korbagirsak, kalin bagirsak mukozasi, hipofiz bezi)
bulunmaktadir. CA II (yiiksek aktivite, siilfonamide duyarli form) alyuvarlarda ve
diger dokularm bir ¢ogunda bulunur. CA III (diisiik aktivite, siilfonamide direngli
form) ise kirmiz1 iskelet kasinda bol miktarda bulunur. Her ii¢ izoenzim CO2’nin geri
dontigimlii hidrasyonunu katalizlese de bazi ester baglantilarin1 da hidrolizler ve
asetazolamid (AZA) gibi heterohalkali siilfonamidler tarafindan selektif olarak inhibe
olur. Bunlarin goreceli aktiviteleri ve siilfonamid inhibisyon dereceleri nemli 6lgiide
degisebilir. Ornegin CA 11 izoenzimleri en yiiksek CO; hidrataz, esteraz aktivitelerine
ve stilfonamidler i¢in en yiiksek afiniteye sahiptir. Bunu CA | izozimleri takip eder ve
son olarak CA 11l izoenzimleri, CO hidrataz ile esteraz aktivitelerini goriilecek sekilde
diisiik gosterirler ve siilfonamidler tarafindan hafif sekilde inhibe edilirler (Carter et

al. 1981).

Memelilerde 1000 ml kanda (kirmiz1 hiicreler) yaklasik olarak 1-2 gr karbonik
anhidraz enzimi bulunur. Oranla kararlidirlar ve suda iyi ¢oziiniirler. pH degeri 6-10
araliginda aktivitelerini korurlar, en yiiksek aktiviteyi pH: 8 de gosterirler. izoelektrik
noktalar1 enzim ¢esidine bagli olarak yaklasik 5,5 - 7,5 arasinda degisiklik gosterir
(Maren 1967).

2.3.4. Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapisi
Karbonik anhidrazlar (CA'lar) bir metalo enzim olup, ii¢ basit ama temel

kimyasal tiir olan COg, bikarbonat ve protonlar arasindaki reaksiyonu dengelerler.
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1933 yilinda kesfinden sonra CA’lar lizerine gerek inhibisyon ve gerekse de

aktivasyonu tizerine pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Supuran 2018 ).
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Sekil 2. 45. Karbonik anhidrazlarda metal iyon koordinasyonu (Supuran 2016)

2.3.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik, Inhibisyon ve Aktivasyon
Mekanizmasi

CA’larin katalitik dongiisii ise su sekilde gergeklesir. Cinkoya bagli su ayn
zamanda Thr199'un hidroksil kismi ile hidrojen bagi olusturur ve bu da daha sonra
Glul06'nin karboksilat kismina kopriilenir; bu etkilesimler, c¢inkoya baglh su
molekiiliiniin niikleofilikligini arttirir ve substrati (COz2) niikleofilik saldir1 i¢in uygun
bir konuma yénlendirir. Enzimin aktif formu, hidroksitin Zn?* (a) 'ya bagh oldugu
temel formdur. Bu gii¢lii niikleofil, komsu (b)’de bir hidrofobik cepte bagli olan CO>
molekiiliine saldirir (zor substrat - baglanma sahasi, insan izozimi CA II durumunda
Vall121, Val143 ve Leul98 kalintilarm icerir) ve Zn?* ile bikarbonatin koordine
oldugu (c)'nin olusumuna yol agar. Bikarbonat iyonu daha sonra bir su molekiilii ile

yer degistirir ve ¢ozelti i¢inde serbest birakilir, katalitik olarak inaktif olan su ile Zn?*

koordineli enzimin asit formu (d)’nin olusumuna yol agar (Supuran 2008).
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[Enzim-A] kompleksi proton mekiyindeki
Histidin rezidiileri etkisi ile proton transferini
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Sekil 2. 46. o-CA’larin katalitik (fizyolojik reaksiyon igin), inhibisyon (¢inko
baglayicilarla) ve aktivasyon mekanizmasi (hCA T’in aktif bolgesindeki ¢inko ile
etkilesen amino asitlerin numaralandirmasi) (Supuran 2016).

CA'lar a-, B-, y-, 8-, (-, 1-, ve 0 olmak tizere yedi alt sinifa ayrilir ve neredeyse
her canli organizmada en az bir CA ailesi bulunur (Occhipinti and Boron 2019).
Bilinen 15 insan CA izozimi, farkl katalitik verimlilik, hiicre alt1 lokalizasyonu ve
doku dagilimi sergiler. Bununla birlikte, tiim CA'lar karbon dioksitin bikarbonata
tersine cevrilebilir hidratasyonunu katalize eder. Bu siireclerde yer alan CA
izozimlerinin ¢ogu, 6dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi, irtifa hastaligi ve
osteoporoz dahil bir dizi bozuklugun tedavisinde 6nemli terapotik hedeflerdir. Bu
protein ailesinin 6nemi nedeniyle, izozime 6zgii CA inhibitorlerinin tasarimina ¢ok az

yan etki gosteren ¢ok sayida calisma yapilmustir (Koutnik et al. 2017).

Katalitik fonksiyonu i¢in mithim olan CA molekiiler yapisinin dort ana bileseni
vardir. Bunlar; Zn** baglama bolgesi, substrat birlestirme kismi, treonin'®® dongiisii
ile proton mekik mekanizmalaridir (Esbaugh et al. 2006). Bazi1 CA izoformlarinin
katalitik hiz1 1 x 10° s°i agmaktadir (Wieczorek and Jelonek 2017).
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CA inhibitorleri (CAI’ler) oftalmolojide 1954°de kullanildiktan sonra yaygin
olarak kullanilmistir (Kass 1989). CAI’ler, metaller ile kompleks yapmis anyonlar ve
proteinsiz Zn?* ligand tarafindan yer degistirerek enzimin Zn?* iyonuna bagl olan
ya da genel itibariyle trigonal-bipiramidal yapida olup metal koordinasyon halkasina

giren inhibitdrler olarak iki sinifa ayrilir (Supuran and Scozzafava 2001).
CAT’lerin dort ana gruba sahiptir:

1. Metal iyonunun tetrahedral veya trigonal bipiramidal geometrilerinde enzim
aktif bolgesinden Zn?* iyonu ile koordine olan siilfonamidler (ve siilfamidler,

siilfamadlar ve benzeri tiirevler gibi izosterleri) ve metal kompleks anyonlari.

2. Iki hidrojen bag1 yardimiyla aktif bolgeden Zn?* ile koordineli H2O

molekiilii / OH™ iyonuna baglanan fenoller.

3. Fenollere g¢okca benzerlik gosteren ama 6zdes olmayan, yani Zn*‘’ye

koordine edilen molekiilii / iyonuna baglanarak spermidin, spermin, ve konjenerler

gibi poliaminler.

4. Yakin zamanlarda bildirilmis olan etkin bir CAI sinifi olan kumarinler ve
dikumarinler. Zn?**’ye bagl olmayan ve aktivatdrleri ile aym aktif bolgede baglanan
(hidrolize edilmis bi¢cimde) bir inhibisyon mekanizmasina sahip olup, aktif bolgenin

girisini tikamaktadir ( Durdagi et al. 2011).

CATI’ler ¢cogu hastaliklarin tedavisinde ya da hastaligin 6nlenmesinde yaygin
bir sekilde kullanilan terapotik etmenlerdir (Supuran et al. 2003).

CA enzimi, gozde akdz humor sivisinin iiretiminde anahtar bir rol oynar. Bu
nedenle siliyer proseslerdeki aktivitesinin inhibisyonu, azalan akdz humoral
salgilanmasina neden olur ve bu salgilama g6z i¢ basincini (GIB) azaltir (Hollo 2015).
CAT’ler, kedi ve kopeklerdeki hemen hemen biitiin glokom tiplerinin tedavisinde
kullanilabilir (Maslanka 2015). Asetazolamid ki CA inhibitérlerinden biri, akut dag
hastaligin1 (AMS) engellemek ve iyilestirmek igiin etkili bir ilag kabul edilmistir (Xiao
et al. 2011). Anemik, enfeksiyon ya da zayif pihtilasma gibi belirtilerde CA
inhibitdrleri lizerine hastalarin gézlemlenmesi ve arastirilmasi tedavi siiresince tercih
edilmektedir (Mogk and Cyrlin 1988). CAI’ler bazt ndrolojik bozukluklarin
(idiyopatik intrakranyal, hipertansiyon gibi) tedavisi i¢in de kullanilmaktadir (Topal
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etal. 2017). Bununla beraber son zamanlarda bazi yapilan arastirmalar sonucunda yeni
bir etki mekanizmas: ile anti enfektif etkenlerin tasarimi ig¢in karbonik
anhidrazlarin’larin énemini vurgulamistir (Altintop et al. 2017).

Cogu hastaligin tedavisinde ve dahi onlemesinde CAI’lerin kullanilmasinin
sebebi CA’nin ¢ogu hiicre, doku ve organlarda genis bir yelpazeye sahip olmas1 ve
onemli fizyolojik fonksiyonlarinin olmasidir. Ancak bilinen farmakolojik inhibitorler
yeterli gelmemektedir ve istenmeyen ¢okca olumsuz etkileri vardir. Ilk CAI’leri olarak
siilfonamidler belirlenmis olmakla birlikte giiniimiizde bu grup inhibitorlerin yan
etkilerinin fazla olmasi ve tiire 6zgiil inhibisyonlarinin az olmasi nedeni ile yeni ve
daha etkili farkli molekiil gruplari belirlenmektedir (Supuran et al. 2003; Karioti et al.
2016).

30



2.4. Calismanin Amaci

Bu calisma kapsaminda hem sentetik hem biyolojik a¢idan 6nemli olan
sesamol’tin bazi analoglarinin gesitli siilfonil kloriirler ile olan reaksiyonlar1 ve bu
reaksiyonlar sonucunda literatiire Onemli katkilar saglayacak siilfonat ester
tirevlerininin sentezi hedeflenmektedir. Ayrica elde edilecek siilfonat esterlerin
karbonik anhidraz izoenzimlerinden olan hCA 1 ve hCA II iizerine olan etkilerini

kapsamaktadir.

hCA | hCA Il

hCA hCA Il hCA hCA Il

O\\S/CI
NEts, 0 /@/ Y
Q. CHCh A

o ” or
0 O Sz P O __emcl 0 O
<o]©/ 0’0 NEt;, CH,Cl <o]©/ NEts, CH,Cl, <OI>/ g0

84

F O\\S/CI
NEt;, CH,Cl, Fy\@ ©

hCA | hCA Il

Sekil 2. 47. Calismanin amacit
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Bu amagla, bazi sesamol temelli siilfonat esterlerin sentezi i¢in tek kademeli
olarak planlanan reaksiyonlarda, ticari olarak temin edilebilen sesamol (36), ilgili
stilfonat esterleri elde etmek {izere CH2Cl, iginde NEtz varliginda p-TsCl, 4-
florobenzensiilfonil kloriir, 3-(Triflorometil)benzensiilfonil Kklortir, 4-
asetamidobenzensiilfonil kloriir ile OH konumunda dogrudan siilfonilasyona tabi
tutularak 81, 82, 83, 84 molekiilerinin sentezi hedeflenmektedir. Ayrica bazi karbonik
anhidraz izoenzimleri lizerine inhibisyonlar1 incelenerek, bu enzimler iizerine etkin

olabilecek yeni bir sinif molekiiliin tanimlanmasi yapilacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. SULFONAT ESTERLER 81, 82, 83, 84’iin SENTEZi

3.1.1. Siilfonatester 81’in Sentezi

() \b N
o) OH )LN/©/ 0 O. /©/ \[O]/
S P adii¥e ot
(e (0]

NEt;,
36 CH,Cl, 81

Sekil 3. 48. Siilfonat ester 81’in sentezi

Sentez ¢aligmamizin son kisminda ise siilfonat ester 81’1 elde etmek amaci ile
yine ticari olarak mevcut sesamol (36) ve N-asetilsiilfonil kloriir oda sicakliginda NEts
(Trietilamin) esliginde reaksiyonu sonucu siilfonat ester 81 %50 bir verimle elde
edildi. Reaksiyon sartlar1 daha 6nce elde edilen siilfonat ester ile ayn1 olmasina ragmen
bu reaksiyonda ¢ikis bilesigi sesamol reaksiyon ortaminda tamamen tiikenmemistir.
Bu durum siilfonil kloriirdeki NH grubunun elektron saglamasinin bir sonucu olarak
diisiiniilmiistiir. Ayrica Bailey ve grubu trafindan yapilan benzer bir tosil ester 86 nin
eldesinde fenolik bilesigin tamamen tiikkenmedigi belirtilmistir (Bailey et al. 2004).
Reaksiyon iirlin izolasyonu saglandigi ve sentezlenen diger siilfonat esterlerle ayni
reaksiyon sartlarinda olmasi i¢in, siilfonil kloriiriin asiris1 alinarak veya daha yiiksek

sicaklikta, tekrar edilmemistir.

=z
Y
%

Sekil 3. 49. Siilfonat ester 86’ nin sentezi

Elde edilen siilfonat ester 81 molekiiliiniin *H-NMR spektrumu incelendigi

zaman 7.89 ppm deki yayvan pik(broad singlet) amit NH protonuna aittir. Amit
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grubunun bagli oldugu aromatik halkadaki protonlar ise 7.83 ppm de multiplet olarak
rezananas olmuslardir. Sesamol halkasina ait olan pikler dublet ve dubletin dubleti
olarak sirasi ile 6.63 ppm, 6.52 ppm ve 6. 37 ppm de rezonanas olmuslardir. Dioksol
halkasinda CH> protonlar1 ise 5.96 ppm singlet olarak rezonans olmustur. 2.33 ppm de
gbzlemlenen singlet piki ise amit grubundaki metil protonlarina aittir. Siilfonat ester
81’in 33C-NMR spektrumuda yap1 ile uyum igerisindedir. Molekiilde bulunan siilfonil
grubunun bagli oldugu aromatik halkanin karbon pikleri ve sesamol halkasina ait
pikler 130.03 ppm deki 2 karbon piki olmak iizere toplam 11 pik ile 102.46 ve 148.08
ppm araliginda rezonans olmustur. Bununla beraber amit karbonil piki 168.95 ppm de
ve karbonil grubuna bagl olan CHz gubuna ait karbon ise 24.78 ppm de rezonans

olmustur.

Sekil 3. 50. Siilfonat ester 81’in 400 MHz *H-NMR ve 100 MHz **C-NMR Spektrumu
(CDCls)
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3.1.2. Siilfonat Esterler 82°nin Sentezi

O OH p-TsCl O ~
< * < /y \\O
o NEts, CH,Cl, o O

36 82

Sekil 3. 51. Siilfonat ester 82’nin sentezi

Siilfonat ester 82’in sentezi igin ticari olarak mevcut sesamol (36) ve p-TsCl
oda sicakliginda NEts esliginde reaksiyonu sonucu siilfonat ester 82 kantitatif bir
verimle elde edildi. Elde edilen siilfonat ester 82 molekiiliinin NMR spektrumu
incelendigi zaman 2.45ppm deki singlet aromatik halkaya bagli metil protonlarinin
varligimi gostermektedir. Yine 7.71 ve 7.32 deki dubletler kiikiirt atomunun bagh
oldugu aromatik kalkadaki protonlara ait piklerdir. Sesamol halkasina ait olan pikler
ise 6.64 te dublet, 6.53 te dublet, 6.38 de dubletin dubleti ve 5.96 da singlet seklinde
rezonans olmustur. Molekiiliin 3 C-NMR incelendigi zaman spektrumda gdzlenen 12

pik yapiyla uyum icerisindedir.
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Sekil 3. 52. Siilfonat ester 82°nin 400 MHz *H-NMR Spektrumu(CDCls)
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Sekil 3. 53. Siilfonat ester 82°nin 100 MHz *C-NMR Spektrumlar: (CDCls)

3.1.3. Siilfonat ester 83’iin Sentezi

Siilfonat ester 83, yapisinda bulunan F atomuna sahip CF3 grubundan dolay1
13C-NMR spektrumlarinda karbon atomlarmin quarterner olarak rezonans olmasi s6z
konusu olmustur. Yine siilfonat ester 83, sesamol (36)’min NEtz varliginda 3-
(Triflorometil)benzensiilfonil kloriir ile oda sicakliginda gergeklestirilen reaksiyonu

sonucu OH grubu tizerinden direk siilfonisazyonu ile kantitatif bir doniisiimle elde

edildi.
o)
F \\S\\,CI CF,
F o
0 OH
> 0 O«
<Oj©/ < //S\\
NEt;, CH,Cl, o o ©

36 83

Sekil 3. 54. Siilfonat ester 83’{in sentezi

Siilfonat ester 83’iin ‘H NMR spektrumu incelendigi zaman yapmin CF3
grubunun bagli oldugu araomatik halkadaki protonlarin singlet, dublet ve triplet
seklinde rezonans olduklar1 goriilmektedir. Sesamol halkasina ait aromatik halkadaki
pikler ise dublet ve dubletin dubleti seklinde rezonans olmuslardir. 5.99 ppm deki
singlet ise dioksol halkasindaki protonlara aittir. Siilfonat ester 83’iin *C-NMR

spektrumunda ise quarterner yarilmalar dikkat ¢ekmektedir. Bu yarilmalar CF3
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grubundaki 3 flor atomundan dolay1r meydana gelmistir. Bu yarilmalar yapida CF3
grubunun bulundugunun da bir ispat1 olmaktadir. Yine bu yarilmalar n+1 kural1 geregi
olmaktadir. Yani karbon atomundaki yarilmalar etkilesimin oldugu flor sayisinin bir
fazlas1 olarak meydana gelmektedir. Burada n flor saysimi gostermektedir. Tekrar
NMR spektrumuna doniilecek olursa siilfonat ester 83’iin *C NMR spektrumda
toplam 14 pik vererek rezonans olmustur. Bu piklerden 131.98 ppm de bir quarted
(J=33.9 Hz), 130.89 ppm (J= 3.5 Hz), 125.68 ppm (J= 3.8 Hz) ve 122.92 ppm J= 273
Hz etkilesim sabiti ile rezonans olmustur. 102.14 ppm de ise tam bir yarilma olmayan
bir karbon piki uzak mesafe flor ile olan bir baska etkilesimi gostermektedir. Gerek 1H

NMR ve gerekse de *C NMR siilfonat ester 83’iin yapist ile uyum icerisindedir.
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Sekil 3. 55. Siilfonat ester 83’iin 400 MHz *H-NMR ve 100 MHz 3C-NMR Spektrumu
(CDCls)
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3.1.4. Siilfonat Ester 84°iin Sentezi
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Sekil 3. 56. Siilfonat ester 84‘iin sentezi

Yapisinda flor bulunan molekiiller, flor atomunun NMR da aktif olmasi nedeni
ile 3C NMR spektrumlarinda gézlenen piklerde yarilmalara sebep olurlar. Sesamol
(36)’nin p-florobenzensiilfonil kloriir ile olan reaksiyonu ile siilfonat ester 84 kantitatif
bir doniistimlii elde edildi. Siilfonat ester 84 ‘lin NMR spektrumlarina bakildigi zaman
flor atomunun bagli oldugu aromatik halkada ki piklerin 7.86 ve 7.21 ppm de multiplet
seklinde rezonans oldugu goriilmektedir. Yine 5.98 ppm deki singlet dioksol
halkasindaki protona aittir. Sesamol (36)’nin benzen halkasindaki piklerde sirasi ile
6.66 ppm dublet, 6.54 ppm de dublet ve 6.38 ppm de dubletin dubleti seklinde rezonans
olmustur. Flor-19 atomunun spin kuantum sayis1 1/2 olmasi sebebi ile NMR da aktif
olmasi F atomuna dort bag tizerinden komsu olan karbonlarda bir yarilmaya sebep
olmaktadir. Ester 84 molekiiliiniin **C NMR spektrumu incelendiginde F atomunun
bagli oldugu aromatik halkda bulunan karbon atomlarinin sirasi ile 165.97 ppm dublet,
131.46 ppm de dublet, 131.12 ppm de dublet ve 116.60 ppm de dublet olarak rezonans
olan C pikleri gériilmektedir. !3C NMR spektrumda gozlenen dértii dublet seklinde
toplam 15 pik (yarilmalar1 olmasaydi 11 pik ) yapi ile uyum igerisindedir.
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Sekil 3. 57. Siilfonat ester 84’iin 400 MHz *H-NMR ve 100 MHz **C-NMR Spektrumu
(CDCls)
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3.2. Biyokimyasal Materyal

3.2.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢aligmamizda kullandigimiz Kimyasallar; Sefaroz-4B, standart serum
albiimin, L-Tirozin, p-nitrofenil asetat, diyaliz torbas1 ve N,N,N’,N’-tetrametiletilen
diamin (TEMED) Sigma Chemical Company’den; bikarbonat, siilfanilamid, sodyum
bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum hidroksit, aseton, sodyum
asetat, etanol, sodyum siilfat, sodyum perklorat, metanol, 2- merkaptoetanol, fosforik
asit, hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, brom timol mavisi, izoproponal, sodyum
barbital, coomassie brillant blue G-250 akrilamid, N,N’- metilen bisakrilamid,

coomassie brillant blue R-250 Merk firmasindan saglanmustir.

3.2.2. Faydalamlan Alet Ve Cihazlar

Calisma sirasinda asagidaki arac-geregler kullanilmastir.

Spektrofotometre Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer

Karistirict WiseMix VM-10
pH metre Crison MM41 Multimeter

Peristaltik pompa Gilson Minipuls 3

Hassas terazi OHAUS Pioneer

Santrifiij Thermo Scientific

Otomatik pipet ISOLAB Seti

Buzdolab1 profilo

Derin dondurucu (-19) Profilo Derin Dondurucu
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3.2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Bu Cozeltilerin Hazirlanmasi
1. pH’s1 7.40 olan 50 mM Tris-siilfat, 6054 mg tris 900 ml damitilmis su

igerisinde ¢oziildiikten sonra, pH’s1 7.40 olan 1 N siilfirik asit ile ayarlanarak son

hacim distile su ile 1000 mililitreye tamamlandi.

2. p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi: once 14,1 mg mg p-nitrofenilasetat 1000 pl dimetil

keton igerisinde ¢6ziildii ve ardindan 24 ml dH2O damla damla eklenerek hazirlanildi.

3. pH’s1 8.70 olan 100 mM sodyum siilfat /25 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (Afinite
jeli dengelenme tamponu): 3027 mg tris ve 1423 mg sodyum siilfat tartilarak 900 ml
damitilmis suda c¢oziiliip pH’st 0,1 N HCI ile 8.70’e ayarlanmistir. Ardindan

damitilmis su ile hacmi 1000 mililitreye ¢ikarilmustir.

4. 22 mM NazSOg4 / 25 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (afinite jelin yikama tamponu):
3027 mg Tris ve 3125 mg sodyum siilfat, 900 ml damitilmis su ile ¢oziip. pH 8,70°e
0,1 N HCl ile tamamlayip ardindan hacim 1000 mililitreye ¢ikarilmustir.

5. 1 M sodyum kloriir / 50 mM sodyum bifosfat ¢6zeltisi ( hCA | izoziminin
eliisyon tamponu ): 28635 mg NaCl ve 440 mg NaHPO4 alinip 0,45 L de ¢oziiliip, pH

6,30’a ayarlanip ardindan hacim 0,5 L’ye su ile ¢ikarilmistir.

6. 500 mM sodyum perklorat / 100 mM sodyum asetat ¢ozeltisi (hCA 11
izoenziminin eliisyon tamponu): 2041 mg sodyum asetat ve 9186 g sodyum perklorat
110 ml dH20’da ¢6ziildii. pH’s1 0,1 N HCI ile 5,60’a ayarlanip hacmi dH2O ile 150

ml’ye ¢ikarilmistir.

7. 200 mM sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (Sefaroz-4B matriks-afinite jel
tamponu): 1680 mg sodyum bikarbonat, 900 ml dH>O’da ¢6ziiliip, 0,1 N sodyum
hidroksit ile pH 8,80’¢ ayarlanmis ve ardindan dH,O ile hacim 1000 mililitreye

cikarilmstir.

8. 0,2 M Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi : (Sefaroz-4B matriksi tizerinde afinite
jeli hazirlama tamponu): 16810 mg Sodyum bikarbonat, 900 ml dH2O ile ¢oziliip 0,1
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N sodyum hidroksit ile pH 10’a ayarlanip ardindan, hacmi dH20 ile 1000 mililitreye
cikartildu.

9. Siilfanilamid ¢6zeltisi (afinite jeli hazirlamada kullanilacak tampon): 250 mg
stilfanilamid 0°C civarlarinda 10 ml 1 mol/L Hidroklorik asit i¢inde ¢oziiliip ardindan
750 mg Sodyum nitrit igeren 5 ml 0°C’deki ¢ozelti, siilfanilamid ¢6zeltisine damla

damla ilave edilerek hazirlandi.

10. Coommassie Brillant Blue ¢6zeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-
250 reaktifi 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit
ilave edildi. Co6zeltinin hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti

karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.3. Metodlar
3.3.1. Protein Tayini

3.3.1.1. Kalitatif Protein Tayini

Nitel (Kalitatif) protein tayini, Warburg metodu kullanilarak belirlendi. Bu
metodta proteinlerin bulundurdugu tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de
maksimum absorbans degeri géstermesi mantigina dayanir (Segel 1968). Ayni
hacimdeki biitiin eliisyonlarda Sefaroz-4B-L-tirozin siilfonamid afinite kromatografisi
isleminden sonra protein tayini yapildi ve kuvartz kiivetler kullanilarak
spektrofotometre yardimiyla absorbans degerleri 280 nm’de dara’ya (kor’e) karsi

okundu.

3.3.1.2. Kantitatif Protein Tayini

Bu yontem afinite kromatografisiyle saf hale doniistiiriilen enzim ¢ozeltisi
icindeki, hemolizattaki protein miktarlar1 tayin edildi. Bu ydntem, 595 nm’de
maksimum absorbans veren ‘Protein-Coomassie Brillant Blue G-250 kompleks

olusturmas1 esasina dayanir. Kompleks bilesenlerinin kenetlenmesi gayet hizli
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gerceklesir ve ¢ozeltilerde uzunca bir siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug
arasindadir (Bradford 1976).

Belirleme islemleri igin su yontem takip edildi; 1 ml’sinde 1 mg protein
bulunduran standart insan serum albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 100, 90, 80, 70, 60, 50,
40, 30, 20 ve 10 pl alindi. Damitilmis su ile biitiin tiiplerin hacmleri 0,1 ml’ye tamam
edildi. 4900 pl renk verme reaktifi tiiplere ilave edilip vortekste yeteri kadar
kanistirildiktan 10 dk sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore gore absorbans
miktarlart okundu. 0,1 ml aym1 tampon ¢ozelti ile 4,9 ml renk verrme reaktifinden
olusan karisim dara (kor) olarak kullanilarak apsorbans-pg protein degerlerinin

standart grafikleri ¢izildi.

3.3.1.3. Enzim aktivitesi tayini

3.3.1.3.a. Esteraz Aktivitesi Tayini

CA izozimi tizerine inhibitorlerin etkilerini incelemek igin bu yOntem
kullanildi. Yontem, CA’nin esteraz aktivitesine sahip olmasi mantigina
dayanmaktadir.

Karbonik anhidraz, substrat olarak segilen p-nitrofenilasetati, 348 nm’de
absorbans veren p-nitrofenolat veya p-nitrofenol’a parcalayip hidrolize eder (e
348=5x10° Mtcm™) (Sekil 3.58).

Q CA
OZNOO—C—CHS ¢ HO =———— OZNOOH + CH3COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3. 58. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenol olarak doniistiirme mekanizmasi
(Verpoorte et al. 1967)

Fenoldeki H* iyonunun ayrilip ayrilmamasi oOlgiim sonucuna etki
etmemektedir, bunun nedeni 348 nm’ de hem p-nitrofenol hem p-nitrofenolat ayni
absorbans degerini gostermektedir. 348 nm dalga boyunda p-nitrofenilasetatin da

absorbsiyonu ¢ok az oldugu i¢in dara (kor) olarak kullanilmaktadir.
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Aktivite belirlemede su yol takip edilmistir; 1 mL substrat, 1,3 mL tampon
¢ozelti, 0,6 mL su ve 0,1 mL enzim kuvartz kiivetlere konulup 3 dk sonra 25°C’de
348 nm’de absorbans degeri belirlendi.

Spektrofotometrede, daha Once enzim yerine 0,1 mL tampon konularak,
karistmin 3 dk sonra absorbans degeri sifira ayarlandi. Bu sekilde 3 dk igerisinde
esterin kendisiyle hidroliz olan kismi ve p-nitrofenilasetatin absorbsiyonu igiin
diizenleme yapildi. Inhibitor ile yapilan calismalarda ise eksiltilen su dlgiisiinde
inhibitor eklenip aktiviteleri tayin edildi.

Deney i¢in kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltileri 6l¢iimlerden hemen
once hazirlandi; 14 mg ester, 1 ml aseton ile ¢oziiliip manyetik karistiricida hizli bir
sekilde karistirilan 24 ml damitilmis suya damla damla eklendi. Ester sinirh
¢Ozliniirligi oldugu icin bu ¢ozelti 3 mM’dir, daha konsantre halini hazirlamak
mimkiin olmuyor. Asetonun ¢0ziicii olarak se¢me nedenimiz; diger organik

¢oziiciilere baz alindiginda hidroliz tepkimesini en az inhibe ediyor olmasi.

3.3.1.4. hCA Enzimi icin ICso Degerlerinin Bulunmasi ile Ilgili
Cahsmalar

hCA | ve Il izoenzimlerinin ICsp degerlerini tespit etmek igin farkli
derisimlerde inhibit6ér kullanildi ve enzim aktivitesi 6l¢timleri en uygun kosullarda
yapildi. Leneweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerden yararlanilarak ICsp

degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kromotografik Ayirmalar

4.1.1. ince Tabaka Kromotogrofisi

(Merck firmas1) Silikajel 60 HF2s54+366(preperatif)

4.2 Spektrumlar

!H NMR Varian 400 MHz Spektrometre
13C NMR Varian 100 MHz Spektrometre
IR Spektrumu Thermo Nicolet iS10 FT-IR Spektrometresi

4.3. Siilfonat Esterler 81-84’iin Sentezi i¢cin Genel Prosediir:

Sesamol (36) (7.24 mmol, 1.00 g) 100 ml’lik bir balona alinarak oda
sicakliginda CH2Cl> (20 mL) i¢inde ¢6ziildii ve daha sonra tizerine trietilamin (NEts)
(7.24 mmol) damla damla ilave edildi. Siilfonilkloriir (p-TsClI, 4-florobenzensiilfonil
kloriir, 3-(Triflorometil)benzensiilfonil kloriir, 4-asetamidobenzensiilfonil klortir)
(7.24 mmol) eklendikten sonra olusan karisim oda sicakliginda karistirildi. 24 saat
sonra reaksiyon karisim, suyla (15 mL) seyreltildi ve DCM (30 mL X 3) ile ekstrakte
edildi. Daha sonra, birlestirilen organik fazlar, doygun tuzlu su (30 mL) ¢ozeltisi ile
yikandi, susuz Na S04 tizerinde kurutuldu, siiziildii ve ¢oziicti vakumda uzaklagtirildi.
(Coziicii uzaklastirildiktan sonra, LH-NMR analizi, iyi verimlerde siilfonat esterlerinin
olusumunu gosterdi. Siilfonat esterleri 82-84 kantitatif bir doniisiimle elde edilirken,
bilesik 81 saf olarak elde edilmedi. Sesamoliin 4-asetamidobenzensiilfonil klorir ile
(distik sicaklik ve oda sicakliginda) tiim reaksiyonlari, siilfonat ester 81 ve ¢ikis
bilesigi sesamol (36) karisimini verdi. 24 saat sonra, %68 sesamol (36)’ya
dontistiiriilmiis ve metilen kloriir/petrol eterinden yeniden Kristallendirmeden sonra
%50 verimle siilfonat ester 81 elde edildi.) Coziiciiniin uzaklastirilmasiyla katilasan

karisimdan  stilfonat esterler 81-84 metilen Kkloriir/petrol eteri ile yeniden
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kristallendirilerek tekrar saflastirilmistir. Siilfonat esterler 81-84 i¢in veriler asagida

gosterilmistir.

4.4.1. Benzo[d][1,3]dioksol-5-il 4-asetamidobenzensiilfonat (81):

Metilen kloriir/petrol eterinden Kristallendirildi. m.p.: 139.5-140 °C.

IH NMR (400 MHz, CDCly): 6=7.89 (bs, NH), 7.83 (m, 4H, Ar-H), 6.63 (d, J
=8.5 Hz, 1H, Ar-H), 6.52 (d, J=2.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.37 (dd, J= 8.5 Hz, 2.4
Hz, 1H, Ar-H), 5.96 (s, 2H, OCH,0), 2.23 (s, 3H, CHa).

3C NMR (101 MHz, CDCl): 6= 168.95, 148.08, 146.62, 143.58, 130.03,
129.77,119.06, 115.31, 107.90, 104.16, 102.46, 24.78.

IR (ATR, cm™): v 3311, 3273, 3195, 3118, 1678, 1590, 1537, 1479, 1405, 1374,
1319, 1247, 1193, 1164, 1087, 1034, 941, 927, 859, 834, 822, 803.
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Sekil 4. 59. Siilfonat ester 81’in FTIR spektrumu

4.4.2. Benzo[d][1,3]dioksol-5-il 4-metilbenzensiilfonat (82):

O, /©/
T 6%
o

82

Metilen kloriir/petrol eterinden kristallendirildi. m.p.: 86-87 °C. (Che et

al. 2020)

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 6= 7.71 (d, J= 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 7.32 (d, J= 8.2 Hz,
2H, Ar-H), 6.64 (d, J= 8.5 Hz, 1H, Ar-H), 6.53 (d, J= 2.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.38 (dd,

J=8.5,J=2.4Hz, 1H, Ar-H), 5.96 (s, 2H, OCH-0), 2.45 (s, 3H, CHs).

13C NMR (100 MHz, CDCL3) 6 147.97, 146.40, 145.41, 143.79, 132.22, 129.78,

128.57, 115.25, 107.84, 104.44, 101.95, 21.74.
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IR (ATR, cm): v 3089, 2909, 2849, 2788,1608, 1596, 1501, 1484, 1362, 1291, 1246,
1182, 1088, 1037, 929, 866, 840, 813.
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Sekil 4. 60. Siilfonat ester 82’nin FTIR spektrumu
4.4.3. Benzo[d][1,3]dioksol-5-il 3-(triflorometil)benzensiilfonat (83):

CF,

Metilen kloriir/petrol eterinden kristallendirildi. m.p.: 77.5-78.5 °C.

IH NMR (400 MHz, CDCly): 6 = 8.10 (s, 1H, Ar-H), 8.04 (d, J= 7.9 Hz, 1H, Ar-
H), 7.94 (d, J= 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.71 (t, J= 7.9 Hz, 1H, Ar-H), 6.66 (d, J=8.5
Hz, 1H, Ar-H), 6.55 (d, J=2.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.36 (dd, /= 8.5, 2.4 Hz, 1H, Ar-H).
5.99 (s, 2H, OCH,O).

13C NMR (100 MHz, CDCLs): 6= 148.24, 146.79, 143.33, 136.43, 131.98 (g, J=33.9
Hz), 131.73, 130.89 (q, J = 3.5 Hz), 130.03, 125.68 (g, J= 3.8 Hz), 122.92 (q, J =

273.0 Hz), 115.04, 107.97, 104.27, 102.14.
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IR (ATR, cm™): v 3099, 3080, 2922, 1636, 1610, 1505, 1489, 1441, 1381, 1328, 1316,
1250, 1191, 1121, 1105, 1090, 1030, 946, 926, 832, 816, 806.

e, -
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Sekil 4. 61. Siilfonat ester 83’lin FTIR spektrumu

4.4.4. Benzo[d][1,3]dioksol-5-il 4-florobenzensiilfonat (84):

Metilen kloriir/petrol eterinden kristallendirildi. m.p.: 88-89 °C. (Che et
al. 2020)

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6= 7.86 (m, 2H, Ar-H), 7.21 (m, 2H, Ar-H), 6.66 (d, J
= 8.5 Hz, 1H, Ar-H), 6.54 (d, J=2.4 Hz, 1H, Ar-H). 6.38 (dd, J=8.5, 2.4 Hz, 1H,
Ar-H), 5.98 (s, 2H, OCH-0).

13C NMR (100 MHz, CDCL): 6= 165.97 (d, J = 254.5 Hz), 148.20 (s), 146.78 (s),

143.76 (s), 131.46 (d, J= 9.7 Hz), 131.12 (d, J= 3.4 Hz), 116.60 (d, J = 22.8 Hz),
115.15 (s), 107.92 (s), 104.35 (s), 102.07 (s).
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IR (ATR, cm™): v 3109, 2920, 1590, 1508, 1480, 1367, 1296, 1243, 1232, 1163,
1114, 1100, 1087, 1035, 945, 934, 840, 826, 818.
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Sekil 4. 62. Siilfonat ester 84’iin FTIR spektrumu
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4.5. Enzim Kinetigi Sonugclari
hCA I ve Il ile sentezlenen sesamol tiirevleri 81-84’lin etkilesimi sonucu elde
edilen 1Cso grafikleri asagidaki gibidir (Sekil 4.63. - Sekil 4.70. ).

120
100 ®... y =-187,24x + 100
------- RZ= 1
— 0,996
8 | el
(0] & ...
2 e
P
2 60 RN
< e....
o\o ........
40 .
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
[81] (M)

Sekil 4. 63. Siilfonat ester 81’in hCA I ile ICso grafigi.

hCAI
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Sekil 4. 64. Siilfonat ester 82’nin hCA I ile ICso grafigi.
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Sekil 4. 65. Siilfonat ester 83’in hCA 1 ile ICso grafigi
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Sekil 4. 66. Siilfonat ester 84’tin hCA I ile ICso grafigi

53

0,2

0,3



120
100 ® y =-170,3x + 100
............. R? =0,9625
80 ° . .....
P ..
s 0 e
£ 60 | ey ' 3
= T
o\o '--..
40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[81] (uM)

Sekil 4. 67. Stilfonat ester 81°in hCA Il ile ICso grafigi.

hCA Il
120
100 ®..
......... y =-476,98x + 100
....... o R? = 0,9867
80 g
= L
£ L
g T o
s | T .
40 -
20
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
(82] (uM)

Sekil 4. 68. Siilfonat ester 82’nin hCA Il ile ICsp grafigi.
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Sekil 4. 69. Siilfonat ester 83’tin hCA 1l ile 1Cso grafigi
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Sekil 4. 70. Siilfonat ester 84’iin hCA Il ile ICso grafigi
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Inhibitor hCA I (nM) hCA 11 (nM)
81 267,0 293,6
82 128,1 104,8
83 162,0 196,7
84 214,0 274,1

Sekil 4. 71. Test edilen siiflonat esterler ile hCA I ve Il i¢in elde edilen ICsg degerleri.
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5. TARTISMA ve SONUC
Sesomol ve tiirevleri ile siilfonat esterlerin sahip oldugu biyolojik aktviteler
den dolay1 bu tiir molekiillerin hem sentezi hem de biyolojik agidan incelenmesi
arastirmacilarin oldukc¢a dikkatini ¢ekmistir. Bu yiizden bu tez kapsaminda sesamol
temelli siilfonat esterlerin sentezi ve bazi biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi temel
hedef olmustur. Bunun i¢in iki kismdan meydana gelen bu tezin ilk kisminda sesamol

tiirevi olan siilfonat esterler 81-84 iyi bir verimle elde edildi.

@) O\ /©/ \([)]/ O O\S
CIT &% < &
o) © o
81 82

CF3

J@ F
a0l > O]@O\SQ
N Y

( 0 < 0
(0] P (0] O
83 84

CA’lar, fizyolojik ortamda CO; molekiiliiniin bikarbonat ve H* iyonuna
doniistiiren tepkimeyi kataliz eden metaloenzimlerdir. Bu tepime geri doniistimlii
sekilde cereyan eder (Orhan et al. 2022). CA’lar arkealar, bakteriler, omurgalilar,
protozoalar ve yesil bitkilerin kloroplastlarinda bulunurlar (Ghiasi et al. 2017;
Piazzetta et al. 2017; Orhan et al. 2022). CA’lar metabolizmada pH diizenleme,
elektrolit sekresyonu, biyosentez siireci ve tiimdrigenez V.b. gibi ¢ok sayida fizyolojik
proseste rol alirlar (Carta et al. 2015; Soydan et al., 2020).

CA’larin dokulardaki dagilimlari, kinetik kapasiteleri ve hiicresel yapidaki
lokalizasyonlar1 farklilik gosterir. CA |, II, III, VII ve XIII sitoplazma igerisinde
bulunurken CA 1V, IX, XII ve XIV membran yapisinda yer alir; CA VA ve VB ise
mitokondri igerisindedir; CA VI salgisal izoformdur (Bottcher et al. 1994; Hilvo et al.
2005; Soydan et al., 2020). Cok 6nemli bir¢ok fizyolojik fonksiyonda gérevi bulunana
CA izozimleri 6demden, glokom hastaligina, kanserden, epilepsiye kadar bir¢cok

hastaligin tedavisinde 6nemli ilag aday1 molekiiller olarak gérev yaparlar.
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CA’larin tanimlanmasi, molekiiler ve kinetik karakterizasyon, subseliiler
fraksiyonlama ve siilfonamidler gibi spesifik inhibitorler ile birtakim deneysel
yaklagimlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Su an’a dek sayisiz siilfonamid ve
stilfonamid olmayan (tiyoller, fenoller, poliaminler, kumarinler ve ditiyokarbamatlar)
CA inhibitorleri sentezlendi veya izole edildi (Mert et al. 2015; Koutnik et al. 2017).

CA izoenzimlerinin inhibisyonu calismalari, bu enzimlerin birgok hastaligin
tedavisinde hedef enzimler olmasi sebebi ile giincelligini koruyan bir arastirma
sahasidir. CA’larin inhibisyonunda en 6nemli molekiiller olarak siilfonamidler yer
almaktadir. Bununla beraber arastirmacilar karbonik anhidraz inhibisyonu {izerine
etkili yeni tip molekiillerin sentezi i¢inde olduk¢a yogun olarak ¢alismaktadirlar. Bu
amagla tezin ikinci kisminda ise sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilen sesamol
bazli siilfonat esterler 81-84’tin karbonik anhidraz izozimlerinden CAI ve CAII
enzimleri iizerine inhibisyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. inhibisyon ¢alismalarin
gosteren tablo 1 incelendigi zaman nM seviyesindeki ICso degerleri sentezlenen
molekiillerin bu enzimler ic¢in iyi bir inhibitér olduklarini ortaya koymaktadir.
Sentezlenen molekiiller iginde 82 molekiilii hem en etkili hCA 1 (128,1 nM) inhibitori
olarak hemde 104,8 nM ICso degeri ile en etkili hCA II inhibitori olarak belirlenmistir.

Boylece bu c¢alisma kapsaminda sesamol temelli siilfonat esterlerin
sentezlenmesi ve bazi CA’larin inhibisyonu iizerine etkili olduklarinin gosterilmesi
sonucu CAl’leri i¢in yeni tip bir molekiil sinifi tanimlanmistir. Ayrica sesamol ve
tiirevleri ile siilfonat estelerin sahip oldugu biyolojik anlamda sahip oldugu pek ¢ok
ozellik nedeni ile ve bu molekiillerin nM seviyedeki inhibisyon degerleri ile 81-84
molekiillerinin diger CA i1zenzimleri ve farkli enzimler i¢inde uygun inhibitorler

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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