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OZET

YENI KARBONIK ANHIDRAZ INHIBITORLERININ TASARIMI, SENTEZI VE
BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI
Delal ERZURUM
Farmasétik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Karbonik anhidraz (CA) enzimleri bir¢ok organizmada yaygin olarak bulunan
katalitik bir enzimdir. Omurgali ve omurgasizlarda farkli izoformlar1 bulunmaktadir.
Omurgalilarda bulunan o-CA izoformunun simdiye kadar 16 farkli izozimi tespit
edilmistir. Bu enzimin temel goérevi viicutta karbondioksitin bikarbonat ve hidrojen
iyonuna reversibl doniisiimiinii katalizlemektir. Birgok organ ve dokuda yaygimn bir
dagilim gosterir. pH ve CO2 homeostazisi, glukoneogenezis, lipogenezis, tiregenezis gibi
biyokimyasal reaksiyonlar, kemik rezorspsiyonu, kalsifikasyon, tiimorjenisite, elektrolit
sekresyonu gibi dnemli fizyolojik siireclerde yer alirlar.

Yapilan arastirmalar sonucu karbonik anhidraz enziminin en etkili inhibitoriiniin
stilfonamid grubu bilesikler oldugu tespit edilmistir. R-SO2-NH> olarak ifade edilen
stifonamid grubu bilesiklerin genel molekiil yapisinda yer alan R grubu genellikle
aromatik veya heteroaromatik halka sistemlerinden olusmaktadir. Enzimin aktif
bolgesinde bulunan Zn*? iyonu ile siilfonamidler giiclii etkilesimlerde bulunur.

Bu c¢alismada; siilfonamid tiirevi 10 bilesik sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin
analizi; *H-NMR, 3C-NMR ve Mass spektroskopik yontemleri analiz bulgular ile
aydinlatilmistir. Elde edilen bilesikler karbonik anhidraz enzimi {izerinde inhibitor etkisi
aragtirtlmistir. Yiksek aktivite gosteren bilesiklerin, doking ¢alismalari ile enzim aktif
bolgesi ile baglanma noktalar tespit edilmistir. CA enzim aktif bolgeleri ile en giiglii

etkilesimin 2e kodlu bilesik ile gozlendigi ortaya konmustur.

Anahtar Sézciikler: Siilfonamid, Karbonik Anhidraz, Doking.



ABSTRACT

DESIGN, SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES OF NEW
CARBONIC ANHYDRASE INHIBITORS

Delal ERZURUM
Department of Pharmaceutical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Zafer Asim KAPLANCIKLI

Carbonic anhydrase (CA) enzymes are a common catalytic enzyme in many
organisms. Vertebrates and invertebrates have different isoforms. 16 different isozymes
of the a-CA isoform found in vertebrates have been identified so far. The main task of
this enzyme is to catalyze the reversible conversion of carbon dioxide into bicarbonate
and hydrogen ions in the body. It is widely distributed in many organs and tissues. They
are involved in important physiological processes such as pH and CO2 homeostasis,
biosynthetic reactions such as gluconeogenesis, lipogenesis, ureogenesis, bone
resorption, calcification, tumorigenicity, and electrolyte secretion.

As aresult of the researches, it has been determined that the most effective inhibitor
of the carbonic anhydrase enzyme is sulfonamides. The R group in the general molecular
structure of R-SO2-NH> generally consists of aromatic or heteroaromatic ring systems.
The sulfonamides interact strongly with the Zn*? ion in the active site of the enzyme. In
this study; 10 sulfonamide derivative compounds were synthesized. Analysis of the
obtained compounds; H-NMR, ¥C-NMR and Mass spectroscopic methods are
illuminated by the analysis findings. The inhibition effect of the obtained compounds on
the carbonic anhydrase enzyme was investigated. For the selected compounds, docking
studies were performed and the enzyme active site and binding points were determined.
It was revealed that the strongest interaction with CA enzyme active sites was observed

with the 2e coded compound.

Keywords: Sulfonamide, Carbonic Anhydrase, Docking.
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1. GIRIS VE AMAC

Karbonik anhidrazlar karbondioksitin bikarbonata reversibl hidrasyonunu etkili bir
sekilde katalizleyen yaygin enzimlerdir. Omurgalilarda bulunan a-CA enziminin simdiye
kadar 16 izoformu bulunmaktadir ve lokalizasyonuna gére dort gruba ayrilirlar. Bunlar;
sitozolik, mitokondriyal, salgisal, membrana bagli izoformlardir. Diger organizmalarda
bulunan CA’lar sekiz farkli genetik yap1 olan a-, B-, y-, 6-, (-, -, 6- ve 1-CA tarafindan
kodlanmustir ve aktif bélgede bulunan metal iyonlarinda farklilik gostermektedirler [1,2].
Biitiin insan CA’lar aktif bolgesinde {i¢ histidin rezidii ve bir su molekiilii / hidroksit
iyonu ile koordine Zn *? igeren a-CA’dir [3]. Bu izoformlar molekiiler dzellikler, hiicresel
lokalizasyon, organ ve doku dagilimi, ekspresyon bolgeleri ve farkli inhibitor siniflarina
yanit agisindan farklilik géstermektedir. hCA I-III, hCA VII ve hCA XIlI sitozolik; hCA
IV, hCA IX, hCA Xl ve hCA XIV membrana bagli; hCA VA ve hCA VB mitokondriyal
izoformlardir. CA VIII, X ve XI bilinen akatalitik izoformlardir [4,5].



Tablo 1.1. Insan karbonik anhidraz enzimi dagilim, lokalizasyon ve katalitik aktivitesi [4,5]

CA
izoformlar

CAl

CAll

CA Il

CA IV

CA VA

CAVB

CAVI
CAVII
CAVIII
CAIX

CAX

CAXI

CA XIl

CA Xl

CA X1V

Katalitik aktivite
(CO:2 hidrasyonu)
Zayif

Yiiksek

Cok zay1f

Orta

Zayif

Yiksek

Zayif
Yiiksek
Akatalitik
Yiiksek

Akatalitik

Akatalitik

Zayif

Zayif

Zayif

Subseliiler lokalizasyon

Sitozol

Sitozol

Sitozol

Membrana bagli

Mitokondri

Mitokondri

Thkriik ve siit salgist
Sitozol
Sitozol

Transmembran

Sitozol

Sitozol

Transmembran

Sitozol

Transmembran

Organ/doku dagihm

Eritrosit, gastrointestinal sistem
ve goz

Eritrosit, gdz, gastrointestinal
sistem, kemik osteoklastlari,
bobrek, akciger, testis ve beyin
Iskelet kaslar1 ve adipositler
Bobrek, akciger, pankreas, beyin
kapilleri, kolon, kalp kas1, goz
Karaciger

Kalp ve iskelet kasi, pankreas,
bobrek, omurilik, gastrointestinal
sistem

Tiikriik ve meme bezi

Santral sinir sistemi

Santral sinir sistemi

Timérler ve gastrointestinal
mukoza

Santral sinir sistemi

Santral sinir sistemi

Bobrek, intestin, reprodiiktif
epitel, goz, timdrler, santral sinir
sistemi

Bobrek, beyin, akciger, bagirsak,
reprodiiktif sistem

Bobrek, beyin, karaciger ve goz

Bu enzimler aktif olarak karbondioksitin bikarbonat iyonu ve proton iyonuna iki

asamali reversibl olarak katalize ederler. CA’lar ¢ok sayida bagka reaksiyonlar: da

katalize eder. Siyanatin karbamik aside, siyanamidin iireye, siilfonil kloriiriin siilfonik

aside, aldehitlerin alkollere doniisiimiinii katalizlerler. Ayrica esteraz aktivitesi ile

esterleri karboksilik asit, siilfonik asit ve fosforik asit tlirevleri olustururlar [6,7].



Ar: 2,4-Dinitrofenil

R: Metil; Fenil

Sekil 1.1. a-CA ’larn katalizledigi reaksiyonlar [87]

Bircok organ ve dokuda enzimin ekspresyonu fizyolojik dneminin gostergesidir.
CA’larin katalizledigi reaksiyonlar ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik siirecte yer alir.
Bunlar; solunum, CO2 ve bikarbonatin dokular akcigerler arasinda transportu, pH ve CO2
homeostazisi, ¢esitli organ ve dokuda elektrolit sekresyonu, glukoneogenezis,
lipogenezis, liregenezis gibi biyosentetik reaksiyonlar, kemik rezorspsiyonu,

kalsifikasyon ve tiimorjenisite, patojenlerin viriilansidir [8-11].
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Sekil 1.2. Biyosentetik siireclerde bikarbonat iyonunun substrat oldugu karboksilasyon reaksivonlar
[118]

CA arastirmalar1 glokom, obezite, osteoporoz, kanser, yiiksek irtifa hastaligi,
epilepsi, noropatik agr1, uyku apnesi gibi hastaliklarin tedavisine dnemli katki saglamistir.
Bu nedenle klinik uygulamalarda birgok hCA izoformlari 6nemli hedeflerdir [12-14]. CA
I bir¢ok dokuda yaygin olarak bulunur, retina ve beyin 6demi gibi patolojik durumlarda
etkilidir [15]. CA II ¢ok sayida dokuda bol miktarda bulunur ve glokom, epilepsi, 6dem,
yiiksek irtifa hastalig1 ve renal bozukluklar gibi patolojik durumlarda 6nemli rol oynar
[16-17]. CA TII oksidatif stres ile baglantilidir. Bu nedenle gesitli inflamatuar hastalikla
iligkilidir (myastenia gravis, romatoid artrit gibi) [18-20]. CA 1V izoformu glokom, inme
ve retinitis pigmentosa gibi hastaliklarda 6nemli ila¢ hedefidir [21,22]. Mitokondriyal
izoformlar olan CA VA, VB’nin obezitedeki etkinligi kanitlanmistir [23]. CA VI
izoformu hakkinda daha az ¢alisma yapilmistir ve bere olusumu ile iligkilidir [24]. CA
VII epilepsi rol oynar, CA Il ve XIV ile birlikte beyindeki kognitif siireglerde yer alir
[25,26]. CA VIII, norodejeneratif bozukluklarin yani sira zeka geriligi ile iliskisi
nedeniyle incelenmistir. Bununla beraber akatalitik izoformlar olan CA VIII, X ve XI’in
fizyolojik islevleri hakkinda yeterli bilgi yoktur [27]. CA IX ve CA XIlI, hipoksik
tiimdrler/metastazlarda rol oynar ve bu izoformlarin inhibisyonu, tiimor biiylimesini,
ilerlemesini ve metastazi aktif olarak kontrol eder. CA IX izozimi hipoksik tiimoérler i¢in
onemli bir belirte¢ oldugu diisiiniilmektedir. CA XII izoformu CA XI ile karsilasti§inda
daha az arastirilmistir. Fakat tiimor progresyonunda rolii oldugu birkag ¢alismada ortaya

konulmustur [28-31]. Bazi ¢alismalarda ise epilepsi ve santral sinir sistemi



bozukluklarindaki roliinden bahsedilmistir [32]. CA XIII izoformu ise sperm
motilitesindeki rolii incelenmistir [33]. Ayrica CA XIV epilepsi ve bazi retinopatilerde
hedef olarak goriilmiistiir [34,35].

1.1. Karbonik Anhidrazlarin Katalitik Mekanizmalari

CA’larn Zn** iyonu Kkataliz igin gereklidir [36-38]. Metal iyonunun 15 A
derinligindeki aktif bolge yariginda {i¢ histidin rezidii (His 94, His 96 ve His 119) ve bir
su molekiilii/ hidroksit iyonu tarafindan koordine edildigi X-ray kristallografik verileri ile
gosterilmistir [36-39]. Cinko su bagi Glu 106'nin karboksilat parg¢asina kopriilenen Thr
199'un hidroksil pargasi ile hidrojen bag: etkilesimlerine girer. Bu etkilesimler ¢inkoya
bagli su molekiiliinlin niikleofilligini arttirir ve substrati (COz2) niikleofilik saldirt igin

++

uygun bir konuma yonlendirir. [37-40]. Enzimin Zn™" *ya hidroksid bagh aktif formu
temel formudur [40]. Bu gii¢lii niikleofil komsulugunda hidrofobik bir cepte bagli CO>
molekiiliine saldirir (CA 11 Val 121, Val 143 ve Leu 198 rezidiilerinde bulunan
yakalamasi zor substrat baglama bolgesi) Zn** koordineli bikarbonat olusumuna yol agar.
Daha sonra bikarbonat iyonu su molekiilii ile yer degistirir ve ¢ozeltiye salinir, boylece
katalitik olarak inaktif olan Zn** su bagl enzimin asit formu olusur [37-39]. Bazik form
A yeniden olusturmak i¢in aktif bélgeden ¢evreye ya aktif bolge rezidiileri (6rnegin; His
64 - izozim CA I ve II'deki proton mekigi) ya da ortamda bulunan tamponlar tarafindan

desteklenen bir proton transferi meydana gelir. Siire¢ sematik olarak su sekilde

Ozetlenebilir:

Reaksiyonun hiz belirleyici basamagi ¢inko-hidroksitin olustugu ikinci basamaktir
[40]. CAll, CA IV, CAV, CA VIl ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif izozimlerde,
proses aktif bolgenin girisine yerlestirilen bir histidin kalintis1 (His 64) ve ayrica aktif
bolgenin kenarindan enzimin ylizeyine uzanan bir histidin kiimesi tarafindan desteklenir,
boylece verimli proton transferi saglanir [39]. Bu ayn1 zamanda CA II' nin neden bilinen
en aktif enzimlerden biri oldugunu (kcat/Km = 1.5x108 Msn?) ve difiizyon smirina
yaklastigin1 ve ayrica klinik uygulamalara sahip inhibitorlerin tasarimi i¢in Onemli

sonuglara sahip oldugunu da aciklar.



Sekil 1.3. CA’in CO2 hidrasyonu katalizinin sematik gosterimi [87]

CA’lar sadece karbondioksit ve bikarbonat arasindaki reversibl doniistimii katalize
etmekle kalmaz cesitli katalitik siireclerde de yer alir.

1.1.1. Karbonik anhidraz tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonlari

Esterlerin hidrolizi gibi karbonil sistemlerinin katalizinde rol aldig: bildirilmistir
[41]. 15-A genisliginde ve 15-A derinliginde hidrofobik cepte ¢inko iyonuna yakin CO2
den ¢ok daha biiyiik ligantlar katalizlenir. Bu esteraz aktivitesi muhtemelen CO-
hidrasyonu ile ester hidrolizinin mekanik benzerliginden kaynaklanmaktadir. Bir¢ok
calismada CA’larin aktif bolgesindeki farkli mutasyonlarin artan esteraz aktivitesine
neden oldugu gosterilmistir [42,43]. Bu mutasyonlar CA aktif bolgenin sterik
adaptasyonu ile daha biiyiik ligantlarin yerlesmesini saglayarak aktiviteyi arttirir.
Aldehitlerinde esterler gibi CA tarafindan hidrolize edildigi yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir [46].

Sekil 1.4. Karbonik anhidraz enzimi ile ester hidrolizi



CA Kkatalitik bolgesinde giiglii niikleofil olan ¢inko bagli hidroksit iyonu siyanamid
gibi diger molekiillerin hidrolizine olanak saglar. Siyanamid lineer, CO2 ile izoelektronik
bir molekiildiir. CA iire formuna hidrasyonunu katalizler, enzimin aktif bolgesinde Zn™*
ile lireat anyonu olarak baglanir [47, 48].

Son zamanlarda CA hidroliz reaksiyonu HzS tiretimi i¢in kullanilmistir. Kiigiik gaz
halinde bir biyomolekiil olan H>S 6nemli fizyolojik rolii ile dikkat ¢ekmistir. Hem
endojen sentezlenen H>S hem eksojen HS uygulamasi cesitli hastaliklarin farkli
evrelerinde koruyucu etkileri goézlenmistir [49]. CA’in dogal substrati olmayan COS
irreversibl katalizi ile H2S olusur ve karbonil siilfiir toksik etkiden sorumludur [50].

1.1.2. Rediiktaz enzimi olarak karbonik anhidrazlar

CA iizerinde c¢esitli mutasyonlar ile enzime rediiktif etki kazandirilmistir.
Kazlauskas vd., tarafindan 2009 yilinda ¢inko yerine rodyum iyonu baglayarak yeni bir
katalitik aktivite kazandirilmistir. Cinko ile rodyumun iyonik yarigaplarinin benzemesi,
histidin rezidiilerinin rodyum ile iyi ligant olusturmasi nedeniyle rodyum segilmistir [51].
Bir diger rediiktaz etkinligine sahip karbonik anhidraz Cu-CA’dir. Bu enzim nitritin
vazodilatasyonda onemli rol oynayan nitroksite rediiksiyonu katalizler. Enzim aktif
bolgesinde ve yarngin girisinde bulunmak iizere iki bakir bulundugunda rediiktaz
aktivitesine sahiptir [52-55]. Ward ve ark., tarafindan farkli para siibstitiie aril
stilfonamidler baglanarak iridiyum kompleksi enzimin aktif bolgesine baglanmis ve
rediiktaz aktivitesi gozlenmistir [56].

1.1.3. Oksidaz enzimi olarak karbonik anhidrazlar

Yakin zamandaki arastirmalarda iridyum kompleksi igeren CA enziminin oksidaz
etkinligine odaklanilmistir. Ir-CA pH, sicaklik gibi fizyolojik kosullara duyarhidir. pH
arttirildiginda enzimin okdisaz aktivitesinin artmast bu durumu desteklemektedir [63].
Soumillion ve ark., tarafindan epoksid-sentaz etkinligine sahip Mn-CA enzimi
kesfedilmistir. Enantioselektif oksidasyon aktivitesi enzimden ¢inko iyonu yerine
manganez iyonu eklenerek elde edilmistir [57].

1.2. Karbonik Anhidraz Inhibisyon Mekanizmalar
1.2.1. Cinko Baglayic1 Karbonik Anhidraz inhibisyonu

Cinko baglayict inhibisyon mekanizmas: siilfonamidler, siilfamatlar ve
stilfamidlerin etkilesimini kapsar. Bu CA inhibitérleri anyon formunda enzimin aktif
bolgesinde Zn** iyonu ile tetrahedral yap1 olusturur ve ¢inko baglayici grup (ZBG) metal

ile direkt etkilesir. Siilfonamidler, siilfamatlar ve siilfamitlerin bu sekilde baglandigini



gosteren X-ray kristallografi kanitlar1 bulunmaktadir. ZBG aynm1 zamanda o-CA’da
bulunan, “kapi bekgileri” gibi hareket eden Thr199 ve Glul06 (Thr 199 Glul06’nin
karboksil pargasi ile hidrojen bagi yapar) ile etkilesime girer [58-61].

CA inhibitor tasariminda son zamanlarda ana konu farkli patolojilerde izozime
selektif inhibitor tasarimidir. Primatlarda bulunan izozimlerin ayni yapiya sahip olmasi
isi zorlastirmaktadir. Bu nedenle alternatif yaklasimlar ileri siiriilmiistiir. Bu alternatif
yaklagimlardan “kuyruk yaklasimi” en basarili olanidir. Amino, imino, hidroksi
gruplariin tiirevlerine sahip aromatik, heterosiklik siilfonamidlerin iskeletlerine kuyruk
eklenmesine dayanir. Kuyruk aktif bolge kavitesinin ortasi ve kenarindan aminoasitlerle
etkilesime girebilecek kadar uzun tasarlanir. Cinko baglayict CA inhibitorleri de kuyruk
ve iskeletten olusur [58,61,62].

1.2.2. Cinko Koordineli Su / Hidroksit iyonuna Baglanan Karbonik Anhidraz
Inhibisyonu

Bu inhibisyon mekanizmasi i¢in ilk bildirilen bilesik fenol’diir [63]. Bir ikincisi ise
poliamin spermin’dir [64]. Bu mekanizma ile inhibisyon saglayan bilesikler iskelete bagl
kuyruklar ile aktif bolgenin iki yarist ile etkilesen baglanan grup (AG) igerir (¢inko
baglayicilar gibi). Cinko baglayicilar ile aralarindaki temel fark inhibitoriin metal iyonu
ile direkt temas halinde olmamasidir. Baglanan grup fenolik OH [63], primer amin [64],
COOH [65], COOMe [66] ve SOsH [67] gibi gesitli fonksiyonel gruplar olabilir. Bu
bilesiklerin iskeletleri aromatik, alifatik, heterosiklik ya da seker tipinde olabilen a ve -
CA’lara kars1 inhibitor aktivite gosterir [67-76]. Fenoliin H atomu ile ¢inko ligandinin
OH" iyonu arasinda hidrojen bag1 olusarak baglanir. Ek olarak ikinci bir hidrojen bagi
kap1 bekgisi Thr199’un -NH grubu ve fenol arasinda olusur [63]. Spermin fenol ile
oldukga benzer sekilde baglanir. Inhibitdriin bir primer amin parcasi (muhtemelen
amonyum tuzu) ile su/hidroksit iyonu koordineli ¢inko arasinda ve bir ikinci Thr 199°un
OH iyonu ile hidrojen bag olusturur [64].

1.2.3. Aktif Bolgenin Girisini Tikayan Karbonik Anhidraz inhibisyonu

Cinko baglayicilar ve ¢inko koordineli su/hidroksit iyonuna baglananlara gore
metal iyonundan biraz daha uzaginda aktif bolgenin girigsine baglanir. Bu inhibisyon
mekanizmasina sahip bilesikler aromatik, heterosiklik, alifatik yapida iskelete baglh
yapiskan gruba (SG) sahiptir. Bu bilesikler kavitenin ¢ok uzagina baglandigi i¢in aktif
bolgeden uzaga uzanabilen bir kuyrukta bulundurabilirler. Bu inhibisyon mekanizmasi

ilk olarak kumarinler ile kanitlanmistir fakat daha sonra antiepileptik olan lakozamid,



siibstitiie kumarinler, 5 ve 6 iiyeli laktonlar ve tiyolaktonlar ya da kinolinlerde 6nemli CA
inhibitor 6zellik gozlenmistir [76-83].
1.2.4. Aktif Bolgenin Disina Baglanan Karbonik Anhidraz Inhibisyonu

Bu inhibisyon mekanizmasi, olduk¢a yakin zamanda kesfedilen son mekanizmadir.
2-(benzilsiilfonil)-benzoik asit hCA 1I ile birlikte kristallestirildiginde, inhibitoriin
elektronik yogunlugu aktif bolgede degil, aktif bolgeye bitisik bir baglanma cebinde
gozlenmistir. Boylece, bu bilesik enzimin aktif bolgesinin disinda oldukc¢a uzaga
baglanir. Enzimin His64 kalintis1 dis konformasyonunda aktif bdlgesinin disinda proton
mekigini bloke ederek etki ederler. Bu amino asit kalintisi (His64), aktif bolge
boslugunun digina dogru, biri igeri (metal iyonuna daha yakin) ve digeri disar1 olmak
tizere iki ana konformasyonla yiiksek bir esneklige sahiptir. Cinko ile koordine sudan bir
proton kabul ederek, bu aminoasit kalintisinin imidazol kismi protonlanir, oysa
disaridayken ayni proton gevreye aktarilabilir [84].
1.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Bilinen iki ana CA inhibitér (CA I) smifi vardir. Bunlar metal ile kompleks
olusturan anyonlar, siibstitie olmayan siilfonamidler ve siilfamat, siilfamit gibi
bioizosterlerdir [Seki 11]. Bu inhibitdrler Zn** iyonu ile baglanarak ya non-protein ligand
ile tetrahedral yap1 olusturur ya da metal koordinasyonu ile trigonal bipiramidal yapi
olusturur [85-91]. Klinik olarak kullanilan en az 25 ilacin 6nemli CA inhibe edici
ozelliklere sahip oldugu ve bircogunun siilfonamid, siilfamat, siilfamid tiirevleri oldugu
bildirilmistir [85-87,89,91,92,103-109].

CA inhibitorleri arasinda asetazolamaid (Bilesik 1), metazolamid (Bilesik 2),
etokszolamid (Bilesik 3), sultiam (Bilesik 4), diklorofenamid (Bilesik 5) klasik
inhibitorlerdir. Ayrica CA inhibitorleri arasinda dorzolamid (Bilesik 6), brinzolamid
(Bilesik 7), indisulam (Bilesik 8), topiramat (Bilesik 9), zonisamid (Bilesik 10), sulpirid
(Bilesik 11), coumate (Bilesik 12), emate (Bilesik 13), selekoksib (Bilesik 14),
valdekoksib (Bilesik 15) ve sakkarin (Bilesik 16) gibi daha yeni ilaglar ya da arastirma
ajanlar1 da bulunur [Sekil 1]. Bilesik 17 ve 18 tiimdr iligkili CA IX izoformunu hedefleyen
aragtirma ajanlaridir. Bu bilesiklerin ¢ogu, ilk olarak yillar 6nce diiiretik arastirmalari
sirasinda gelistirilmistir; bunlarin arasinda tiyazidlerin de oldugu (bilesik 19a-e) tiirevler
20-25 tanesi klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir [86,87]. Ancak bu enzim

inhibitorlerinin bazilar1 glokomun sistemik tedavisinde kullanilabilmektedir ve son



zamanlarda yeni tilirevler potansiyel topikal antiglokom ajan olarak, antitumor,
antiobezite, antiinfektif ilag olarak da kullanilmaktadir [85-87,89,91,93-110].

Spesifik izozimler farkli biyolojik yanitlardan sorumlu oldugu icin farkl
izozimlerin inhibisyonu ile CA inhibitorlerinin ditiretik ve antiglokom ajanlardan
antikanser, antiobezite, antiepileptik ajanlara kadar degisen farkli etkinlikleri
gozlenmektedir. Ancak CA inhibitér tasariminda izoform sayisinin fazlaligi, bir¢cok organ
ve doku dagilimi, mevcut olan inhibitdrlerin diisiikk izozim selektivitesi onemli bir
problemdir. CA 11, VI, VII, IX, XII ve XIII izozimleri siilfonamid ve sulfamat tiirevi
inhibitorlere genellikle diisiik nanomolar affinite gosterir. Bununla beraber CA I, IV, VA,
VB ve XIV gibi diger izozimler, nanomolar ile mikromolar aralikta inhibisyon sabitleri
ile bu bilesikler tarafindan inhibe edilmek i¢in daha az egilim gosterir. CA [l
stilfonamidler ya da siilfamatlar tarafindan inhibisyona duyarli olmayan tek izoformdur.

16 tiirevden birkagi (Sekil 1), belirli bir izoform igin segicilik gosterir: Klasik
inhibitorlerden asetazolamid (Bilesik 1), metazolamid (Bilesik 2), etokszolamid (Bilesik
3), sultiam (Bilesik 4), diklorofenamid (Bilesik 5), topikal etkili antiglokom
stilfonamidler dorzolamid (Bilkesik 6) ve Brinzolamid (Bilesik 7), indisulam (Bilesik 8)
I, VA, VB, VI, VII, IX, XII; XIlIl ve XIV izoformlarma giiglii afiniteleri vardir.
Topiramat (bilesik 9) subnanomolar CA VII inhibitériidiir ve ayrica 11, VB ve XII
izoformlarmin da etkili inhibit6riidiir. Zonisamid (bilesik 10), CA IX’ye iyi afinite
gosterir, ancak diger izoformlara daha diisiik afinitelere sahipken CA II ve VA'y1 da
onemli Ol¢iide inhibe eder [7-18]. Sulpirid (bilesik 11) CA VI ve CA XII’in gii¢lii bir
inhibitoridiir ve diger izoformlara diisiik afinite gosterir. Valdekoksib (bilesik 15) CA
X1 gii¢lii inhibitorii ve sakkarin CAVII spesifik inhibitoriidiir [91-102,103].

Son arastirmalarda CA selektif ve izozime spesifik CA inhibitdrleri bulunmustur.
CA IV, IX, XII and XIV izozimlerinin ekstraseliiler lokasyonu sayesinde sitozolik ve
mitokondriyal izozimler ile etkilesime girmeden membran gegirimsiz izozimleri selektif
olarak inhibe etmek miimkiindiir. Bu durum Bilesik 18’in temsilcisi oldugu piridinyum
igeren pozitif yiiklii siilfonamidlerin tasarimi ile arastirilmistir [104-106]. Bu yolla elde
edilen inhibitorler CA II ve ayrica CA IV ve CA IX’a nanomolar afinite gdstermistir ve
daha da onemlisi in vivo olarak plazma membranini gegememistir [104-106]. Bu yeni
sinif potent ve pozitif yiiklii inhibitorler membranal ve sitozolik izozimler arasinda ayrim
yapabilmis ve iki modelli sistemde CA IV izozimine selektif inhibisyon sagladig

bildirilmistir [104-106]. Bir baska izozim spesifik inhibitérii memeli izoformu olan CA
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I de bulunan Ala65 amino asidi varligindan yararlanilmistir [107]. Topiramat CA II’yi
210 kat daha az potent inhibe ederken CA VA, VB, VII, XIII ve X1V izozimlerini etkili
bir sekilde inhibe eder (21-35 nM araligindaki KiS). Topiramatin CA Il'ye zayif
baglanmasinin, inhibitriin bir metil grubu ile Ala65 amino asit kalintis1 arasindaki bir
uyumsuzluktan kaynaklandigi bildirilmistir, bu durum izoform i¢in daha diisiik afiniteye
sahip bilesiklerin tasariminda kullanilabilir [107].

Hipoksik tiimdrlerle iligkili olan CA IX izozimini inhibe etmek ic¢in hipoksik
tiimoriin bulundugu dokuda hipoksi ile aktive olan biyorediiktif 6n ilaglar ngoriilmiistiir.
Secilen strateji ile indirgenebilen distilfiir bagi kullanilmistir. Hipoksik tiimorlerdeki
rediiksiyon kosullar1 redoks proteini tioredoksin 1'in varligi ile kombinasyon halinde
tiyollerin olusumu ile disiilfiir bagmin rediiksiyonuna aracilik eder. indirgenmis bilesikler
(tiyoller) daha az hacimlidir ve enzim aktif bolgesinin sinirli alanina girmekte giicliik
ceken sterik engel olusturan distilfidlerle karsilastirildiginda (diisiik nanomolar aralikta)

¢ok iyi CA inhibe edici aktivite gosterirler [108,109].

Tablo 1.2. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Bilesik 1: Asetazolamid Bilesik 2: Metazolamid

Bilesik 3: Etokszolamid Bilesik 4: Sultiam
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Bilesik 5: Diklorofenamid

Bilesik 7: Brinzolamid

Bilesik 9: Topiramat

Bilesik 11: Sulpirid

12

Bilesik 6: Dorzolamid

Bilesik 8: Indisulam

Bilesik 10: Zonisamid

Bilesik 12: Coumate



Bilesik 13: Emate Bilesik 14: Selekoksib

Bilesik 15: Valdekoksib Bilesik 16: Sakkarin

Bilesik 17 Bilesik 18
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Bilesik 19 a R?= R®=H, R®= ClI, Hidroklorotiyazid
b R?= R3=H, R®= CF3, Hidroflumetazid
¢ R%= H, R3= PhCHj, R%= CF3, Bendroflumetazid
d R?= H, R®= CHCl;, R®= Cl,, Triklorometazid
e R?= Me, R3= CH,SCH:CF3, R®= Cl, Politiyazid

Bilesik 20 Bilesik 21
Bilesik 22 Bilesik 23
Bilesik 24 Bilesik 25

1.3.1. Diiiretik CA inhibitorleri
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CA’lar bobrekte bol miktarda bulunur ve asid/baz homeostaz dengesinin
saglanmasi, bikarbonatin rezorpsiyonu ve amonyum g¢ikist gibi Onemli fizyolojik
olaylarda yer alir [126,127]. Asetazolamid 1956 yilinda klinikte kullanilan ilk civasiz
ditiretiktir. Smirl terapotik kullanimina ragmen tiazid ve kivrim diiiretikleri gibi bir¢ok
ditiretik ajanin tasariminda Onemli bir rol oynamistir. Asetazolamid, metazolamid,
etokszolamid ve diklofenamid konjestif kalp yetmezligine bagli 6dem tedavisi icin
kullanilir. Nispeten sinirl terapdtik kullanimi ile bir farmakolojik sinifi temsil eder fakat
bobregin temel fizyoloji ve farmakolojisinin gelistirilmesinde ve giliniimiizde yaygin
olarak kullanilan tiyazid ve kivrim (loop) diiiretik ajanlarin tasariminda biiyiik rol
oynamistir. Asetazolamid gibi bir CA inhibitoriiniin verilmesini takiben idrar hacmi artar
ve alkali hale gelir [86,126]. Artan bikarbonat idrara elimine edilirken, bununla birlikte
Na" ve K* gibi katyonlar eslik ederken salgilanan kloriir miktar1 azalir. Bu olaylarin
nedeni proksimal tiibiilde CA inhibisyonu ile H* sekresyonun inhibisyonudur. Sitozolik
(CA 1I) ve zara bagh (CA IV, XII ve CA XIV) enzimlerin inhibisyonu, siilfonamidlerin
ditiretik etkilerinde rol oynadigi diistiniilmektedir [86,127]. Siirecin net etkisi olarak
tiibiiler limenden intestinal bosluga sodyum bikarbonat transportu ardindan izotonik
denge geregi suyun hareketi ve artmis diiirez meydana gelir. Asetazolamid, metazolamid,
etokszolamid ve diklorfenamid konjestif kalp yetmezligine bagli 6dem tedavisi igin
kullanilir  [126,127]. Diger ¢ogu diiiretik; benzotiyadiazinler (klorotiyazid,
hidroklorotiyazid), kinetazon, metolozan, klortalidon, indapamid, furosemid degisen
etkinlige sahip CA inhibitorleridir [86, 87, 126]. Hepsi ¢inko baglayici 6zellige sahip
stibstitiiec olmayan primer siilfonamid tasidigi igin bu beklenen bir durumdur [103].
1.3.2. Glokomda CA inhibitorleri

Okiiler hastaliklarda CA inhibitdrleri optik sinirlerde irreversibl hasara neden olan
g0z i¢1 basing artis1 ile karakterize korliige kadar gidebilen gérme fonksiyon kaybina
neden olan kronik, dejeneratif bir hastalik olan glokomun tedavisinde kullanilirlar [128-
130]. Ak6z hiimdriin kimyasi ve dinamigi {izerine yapilan arastirmalar, bu sekresyonun
ana bileseninin sodyum bikarbonat oldugunu belirlemistir [85, 86, 128-130]. Anterior
uveada tanimlanan karbonik anhidrazlarin bikarbonat salgilanmasindan sorumlu oldugu
gosterilmistir. Karbonik anhidraz enzim inhibitorleri siliyer proseslerde yer alan CA II
enzimini inhibe ederek sodyum bikarbonat ve akodz hiimor sekresyonunu azaltarak
intraokiiler basinci %25-30 azaltir. Aslinda sistemik olarak asetazolamid (Bilesik 1),

metazolamid (Bilesik 2), etokszolamid (Bilesik 3), diklorfenamid (Bilesik 4) bu hastaligin
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tedavisinde kullanilir [2,45]. Intraokiiler basinci etkili bir sekilde diisiirmesi, minimal
toksisitesi, ideal farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle uzun siireli kullanilan en iyi bilinen
ila¢ asetazolamiddir. Bununla beraber CA’lar omurgalilarda her yerde bulundugundan
sistemik uygulanmasi spesifik olmayan CA inhisyonuna ve boylelikle ekstremitelerde
uyusma ve karincalanma, metalik tat, depresyon, tiikenmislik, halsizlik, kilo kaybi,
azalmis libido, gastrointestinal tahrig, metabolik asidoz, bobrek tasi ve gegici miyopluk
dahil olmak iizere istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir. G6z damlast olarak
kullanilacak suda ¢oziiniir siilfonamid CA inhibitorlerinin gelistirilmesi 1990'larda
baslamistir ve 1995'te bu tiir ilk farmakolojik ajan olan dorzolamid (bilesik 6) Merck
firmas1 tarafindan Trusopt ticari ad1 altinda piyasaya siiriilmiistiir. Tkinci olarak yapisal
olarak benzer bir bilesik olan brinzolamid glokomun topikal tedavisi i¢in onaylanmistir
(Alcon firmasi tarafindan Azopt ticari ad1 ile) [129].

Dorzolamid ve brinzolamid, korneaya niifuz etmek i¢in yeterince yagda ¢oziiniir
olan giiglii suda ¢oziiniir CA inhibitorleridir ve sirasiyla hidrokloriir tuzu (pH 5.5'te) veya
serbest baz olarak topikal olarak uygulanabilir [129]. Bu iki ilag intraokiiler basinci
diisiirmede etkilidir ve sistemik olarak uygulanan ilaglara kiyasla daha az yan etki
gosterirler. Gozlenen yan etkiler; batma, yanma veya kizarma, bulanik gérme ve kaginma;
muhtemelen bu yan etkilere asidik dorzalamid géz damlasi neden olur. Ayrica, hem
sistemik hem de topikal CA inhibitorlerinde ac1 bir tat gézlenir, bu muhtemelen ilag yiikli
gbzyas1 sivisinin orofarenks icine akmasi ve tiikiiriikte (CA VI) ve tat tomurcuklarinda
(CA II ve CA VI) bulunan CA'lar1 inhibe etmesi nedeniyle biriken bikarbonattan
kaynaklanir. Bundan dolayr yeni topikal antiglokom ajani olan CA inhibitorleri
arastiritlmaktadir [130]. Son zamanlarda suda ¢6ziinen halka sistemleri baglanmis
aromatik, heterosiklik, tavsanlarda intraokiiler basinci diisiirmede iki ya da {i¢ kat daha
etkili oldugu gosterilmis siilfonamidler {iretilmistir. Bu bilesikler suda ¢6ziiniir
(hidroklortirler, triflatlar veya trifloroasetatlar gibi) giicliic CA II inhibitorleridir hem
normotansif hem de glokomat6z tavsanlarda korneaya niifuz edip intraokiiler basinci
onemli 6l¢iide diistirdiikleri gozlemlenmistir [130-135].

CA inhibitdrii asetazolamidin sistemik uygulamasi makiiler 6dem tedavisinde
kullanilmaktadir [ 136]. Yakin zamanda dorzolamid ve brinzolamidin topikal uygulamasi
icin de benzer etkinlik bildirilmistir [129]. Genellikle 6demin kaybolmasi, gorme
fonksiyonunun diizelmesi siilfonamidlerin hipotansif etkisinden bagimsiz olarak

retinadaki  dolasim  iizerindeki  etkilerinden kaynaklandigi  diisiiniilmektedir.
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Asetazolamid, dorzolamid veya brinzolamid lokal vazodilator olarak hareket eder, bu
organdaki kan akisini iyilestirir ve sonug¢ olarak metabolik atik iirlinleri ve druseni
temizler. Hastaligin erken evrelerinde bu tedaviyi takiben gérme belirgin bir sekilde
iyilesir [129,136].

1.3.3. Obezitede CA inhibitorleri

Hayvanlarda bulunan o-CA izozimlerinin ikisi CA VA ve VB izozimleri
mitokondride bulunur. Omurgali ve omurgasizlarda liregenezis, glukoneogenezis ve
lipogenezis gibi birgok biyosentetik reaksiyonda yer alir [142]. Piruvat karboksilaz (PC),
asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve karbamoil fosfat sentetaz I ve II'yi igeren biyosentetik
prosesler i¢in substrat olan bikarbonat yeterli miktarda mitokondriyal izozimler olan CA
VA ve VB tarafindan saglanir ve muhtemelen yliksek aktiviteli sitozolik izozim CA 11
tarafindan desteklenir [142].

Birgok c¢alismada CA inhibitorlerinin potansiyel anti-obezite ilact oldugunu
kanitlamigtir. Topiramat sodyum kanallari ve AMPA (a-amaino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonik asit) blokaji, kirmizi kan hiicreleri ve beyin CA izozimi inhibisyonu
ile CO: ikincil tutulumu, GABAerjik (y-aminobutirik asit) transmisyon artig1 gibi
multifaktoriyal etki mekanizmasi ile giiglii antikonviilzan etkinlige sahip antiepileptik bir
ilactir [143]. Topiramatin herhangi bir farmakolojik a¢iklamasi saglanmamasina ragmen
yan etki olarak obez hastalarda kilo kaybina neden olmustur [144]. Ayrica zayif ve obez
Zucker ratlarinda enerji ve yag kazanimini azalttigi gosterilmistir [144]. Topiramatin
ayrica CA 11, VA, VB, VI, VII, XII ve XIII gibi birgok izoziminin giiglii bir inhibitorii
oldugu gosterilmistir ve CA 1II ile enzim kompleksinin X-ray kristallografisi ile yliksek
affiniteli molekiiler yapis1 belirlenmistir [143]. Topiramat ayrica insan mitokondriyal
izozimleri CA VA ve VB'nin etkili bir inhibitorii olarak da hareket ettiginden,
lipogenezde yer alan hem mitokondriyal hem de sitozolik CA izozimlerinin bu
inhibisyonu, kilo kaybimi kontrol etmek icin yeni bir yaklagim oldugu diisiiniilmektedir
[142-144].

Zonisamid (Bilesik 10), direngli parsiyel ndbetler i¢in yardimer tedavi olarak
kullanilan bagka bir antiepileptik ilagtir [85, 145, 146]. Birden fazla etki mekanizmasina
sahiptir ve genis bir antikonviilzan aktivite spektrumu gosterir. Topiramat'a benzer
sekilde, son klinik calismalar ndropatik agri, bipolar bozukluk, migren, obezite, yeme
bozukluklar1 ve Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in potansiyeli vardir [85]. Zonisamid

lipogenezde yer alan mitokondriyal ve sitozolik CA izozimlerin potent inhibitrii olan
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alifatik bir stilfonamiddir [145]. Ayrica, zonisamid, diisiik kalorili bir diyetle birlikte
(giinde 500 kcal eksiltilerek), obez kadin hastalarda tek basina diyete kiyasla ek ortalama
5 kg kilo kaybiyla sonuglanmistir [146]. Bu nedenle, mitokondriyal izoformlar CA VA
ve VB'nin ve muhtemelen CA Il inhibisyonu lipogenezi azaltan yeni anti-obezite ilaglar
i¢in hedef olabilirler [142].

1.3.4. Antikanser CA inhibitorleri

Birgok tiimdr igin anahtar ozellik hipoksidir [147-152]. Oncelikle yapisal ve
islevsel olarak bozulmus mikrosirkiilasyon ve bozulan oksijen difiizyon prosesi yetersiz
oksijen kaynaginin patofizyolojik bir sonucudur [89,147-152]. Tiiméor hipoksisi; timor
yayilimi, malign progresyon, kemoterapi ve radyoterapiye direng ile giiglii sekilde iliskili
goriinmektedir [89,147-152]. Hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 (HIF1) kaskadi
yoluyla bir CA izozimi CA IX dahil olmak iizere bir¢ok genin ekspresyonunu diizenler
[89,147-155]. CA IX ekspresyonu hipoksi tarafindan kuvvetli bir sekilde upregiile ve
wild-type von Hippel Lindau tiimor baskilayici protein (pVHL) tarafindan downregiile
edilir.

CA 11X ekspresyonu, gliomalar/ependimomlar [148], mezotelyomalar [148],
papiller/folikiiler karsinomlar [148], mesane karsinomlari [156], uterin serviks [157,158],
nazofaringeal karsinom [159], bas ve boyun [160], meme [154, 161, 162], akcigerler
[163], beyin [148], vulva [148], skuam6z/bazal hiicreli karsinomlar [148] ve bobrek [164]
tiimorleri gibi bir¢ok tiimdr tiiriinde gliclii bir sekilde artmistir. Bazi kanser hiicrelerinde
VHL geni mutasyona ugrayarak HIF aktivasyonu ile CA IX downregiilasyona neden olur
[89, 148, 161].

Yiiksek diizeyde aktif insan a-CA'lardan biri olan CA IX, CO2 hidrasyon
reaksiyonu icin Kkatalitik ozellikleri, yliksek diizeyde gelismis CA II'ninkilerle
karsilastirilabilir [89,148]. Tim a-CA'larda oldugu gibi CA IX, aktif bolge boslugu
i¢cindeki ¢inko iyonuyla dogrudan koordine olan ve aktif bolgenin hidrofobik ve hidrofilik
yarilarinda yer alan amino asit kalintilar ile siilfonamidler ve stilfamatlar tarafindan
inhibisyona duyarhdir [85,86,89,98,165-173]. Son birka¢ yilda bir¢ok diisiik nanomolar
CA IX inhibitorii tanimlanmistir [85,86,89,98]. Bunlarin arasinda, bazi siilfamatlar [165,
172, 173] ve siilfonamidler [166-170], X-1s1n1 kristalografisi ve homoloji modellemesi ile
karakterize edilmistir. Bu tiir calismalar ayrica membran gegirgen olmayan (ve
dolayisiyla CA IX'u in vivo olarak spesifik olarak inhibe eden) [174-177] ya da ikili CA
IX—COX2 (siklooksijenaz 2) inhibitdrleri olarak hareket eden bilesikler ile kanitlanmistir
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[166, 177]. CA IX’1 inhibe eden diisiik nanomolar inhibitor aktiviteye sahip heterosiklik
[177,179] aromatik  siilfonamidler [180,181] ve ayrica alifatik[98]
stilfonamid/siilfamat/siilfamitler [186,187] tespit edilmistir. Cesitli seker parcalarini
igeren bazi stilfonamidler de rapor edilmistir, ancak simdiye kadar bu proteinin in vivo
islevini anlamak i¢in en yararli CA inhibitorii, floresin tip bilesik 17°dir [168,178,188].

Daha once agiklandigi gibi HIF kaskadi ile hipoksi birgok tiimoérde giiglii bir CA IX
asir1 ekspresyonuna yol acar. Bunun genel sonucu pH dengesizligidir, normal dokuda 7,4
olan pH hipoksik tiimorde 6 civarindadir. Insan CA IX'un temel ekspresyonunun yakin
zamanda Madin-Darby kopek bobrek (MDCK) epitel hiicrelerinde hiicre dis1 pH'1 (pHe)
azalttigr gosterilmistir [84,85,104]. Spesifik olarak CA IX eksprese eden hipoksik
hiicrelere baglanan CA IX-se¢ici siilfonamid inhibitorleri (bilesik 17 ve 18) enzimin
katalitik aktivitesini azaltarak ortamin asiditesini ve boylelikle H* iyonu olusumunu
diistirtirler [168]. CA enziminin aktif bolgesi delesyona ugratilarak ortamin asitliginin
diistiigli gosterilmistir, ancak siilfonamid inhibitorii bu tiir mutant enzime baglanmadigi
gozlenmistir [168]. Bu nedenle, tiimor hiicreleri hem laktik asit tiretimi (yiiksek glikoliz
oranlar1 nedeniyle) hem de hiicre dis1 bir katalitik alana sahip tiimorle iliskili CA IX
tarafindan katalize edilen CO2 hidrasyonu ile pH'larin1 diisiirtir. Diisiik pHe, tlimorijenik
transformasyon, kromozomal yeniden diizenlemeler, hiicre dis1 matris pargalanmasi,
migrasyon ve invazyon, hiicre biiylime faktorlerinin ekspresyonunun indiiklenmesi ve
proteaz aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. CA IX, pirimidin niikleotitlerinin sentezinde
bikarbonatin gerekli oldugu i¢in hiicre biiylimesi i¢in bir substrat olarak kullanilacak
bikarbonatin saglanmasinda rol oynar [89,168,188].

Indisulam giiclii antikanser aktivitesine sahip CA IX izoziminin nanomolar
inhibitdrii olan siilfonamid tilirevi bir ilagtir. Ayrintili etki mekanizmasi net degildir ama
CA IX inhibitor ozelliklerine ek olarak G1 ve / veya G2 fazlarinda hiicre dongiisiiniin
bozulmasinda, siklinlerin downregiilasyonunda, siklin bagimli kinaz 2 (CDK2)
aktivitesinin azalmasinda, retinoblastom fosforilasyonunun inhibisyonunda, hiicre
yapismasina katildigi bilinen farkli molekiillerin ifadesinde, immiin cevapta rol oynadigi
bilinmektedir. Indisulam solid tiimérlerin faz I ve II galigmalarinda insandan fareye
aktarilan timorlere karsi in vivo etkinlik gostermistir [189-192].

Svastova ve arkadaglar1 [168] tarafindan arastirilan bilesikler simdiye kadar
bildirilen bir¢ok tiirev arasinda en ilging potent CA IX inhibitorlerinden bazilaridir.

Bilesik 17 hipoksik kosullarda yalnizca CA IX’a baglanan floresan siilfonamiddir.
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Dolayisiyla bu bilesikler hipoksik tiimorii goriintiilemede bir prob olarak kullanilabilir
[168, 169, 188]. Bilesik 18; pozitif yiiklii, zar gegirgen olmayan bilesikler sinifindadir.
Bu tiir bilesikler hiicre i¢i CA'lar1 inhibe etmedikleri i¢in, tim CA'lar1 ayrim
gozetmeksizin inhibe eden mevcut bilesiklerle (asetazolamid gibi) karsilastirildiginda
daha az yan etki sergileyebilirler [132-134]. CA II’ye (aktif bolgesi CA IX ile benzer)
[90] bagl bilesik 18’in yapisi X-ray kristallografisinde belirlenmistir. Pozitif yiiklii
piridinyum tiirevi bilesik 18, katalitik olarak gerekli olan deprotonize siilfonamid parcasi
ile enzim aktif bolgesi Zn?* iyonunu koordine ederek baglanir. Ayn1 zamanda, inhibitor
bilesik 18'in trimetilpiridinyum halkasi ile inhibitérlerin CA'lara baglanmasi i¢in 6nemli
bir amino asit olan Phe131'in fenil halkasi arasinda yi1gilma dahil olmak {izere, aktif bolge
boslugunda bulunan amino asit kalintilari ile diger birgok uygun etkilesime katilir. Daha
sonra bilesik 17’nin de benzer baglanma mekanizmasina sahip oldugu gosterilmistir
[102]. Bu tiir yapilar daha selektif ve potent CA IX inhibitorii rasyonel ila¢ tasariminda
kullanilabilir. CA IX'un X-1s1n1 yapisi heniiz mevcut olmadigindan, ¢ogu ¢alismada CA
IX inhibitorlerini modellemek ve tasarlamak i¢in CA II yapisi kullanilmigtir [89, 148,
168, 188].

Ozetle, biyokimyasal, fizyolojik ve farmakolojik veriler, tiimérle iliskili CA izozim
[X"'un inhibisyonunun, klasik kemoterapi veya radyoterapiye yanit vermeyen hipoksik
tiimorlerin tedavisinde faydali olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, yukarida
agtklanan CA inhibitorlerinin  kullanimi, hem bu timorlerin invazif olmayan
goriintiilenmesi i¢in tani araglarinin hem de muhtemelen CA IX’un bozdugu
ekstratlimoral asitlesme igin terapotik ajanlarin gelistirilmesine olanak saglar [89, 148,
168, 188]. Birgok efektif CA IX inhibitorii in vitro olarak gelistirilmis ve tanimlanmistir
[164-188]. Bununla birlikte, her yerde eksprese edilen CA I ve II izozimlerine kiyasla
tiimorle iligkili izozim IX i¢in arttirilmis afiniteye sahip ¢ok sayida tiirev kesfedilmis
olmasina ragmen, bu tiir bilesiklerin hiicre kiiltiirlerinde in vivo veya hastaligin hayvan
modelleri davranigini anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir [178].
1.3.5. Osteoporozda potansiyel CA inhibitorleri

Oldukga aktif CA II kemikte bol miktarda bulunur, osteoklastlarda bobreklerdeki
kadar 6nemli miktarda bulunur. Buradaki rolii CO2 hidrasyonu ile olusan hidrojen
iyonunun ATP bagimli proton pompasi ile kalsiyumun mobilizasyonunun saglamasidir
[193]. Osteoklastlarda membrana bagli CA’larin fizyolojik roliinii degerlendirmek igin,

yapisal olarak bilesik 18’e¢ benzer yeni bir membran gegirimsiz CA inhibitorii
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kullanilmistir. Diistik inhibitér konsantrasyonuna maruz kalan rat osteoklast kiiltiiriinde
osteoklast sayis1 ve kemik rezorpsiyon aktivitesi artmistir, yilksek konsantrasyona maruz
kalan hiicrenin yasamini etkilemistir. Ayrica inhibitor tedavisi intraseliiler asiditeye de
zarar vermektedir. Membrana bagli izozimler olan CA IV ve CA XIV osteoklastlarda in
Vivo ve in vitro eksprese edilmistir. EK olarak, inhibitor deneyleri, osteoklastlarda hiicre
ici transport metabolonlarin aracilifiyla intraseliller pH regiilasyonunun ve bu tiir
inhibitorlerin olast kullaniminin yeni anti-osteoporoz tedavilerinin tasariminda bilgi
saglamaktadir [193].

1.3.6. Omurgasizlarda CA ve inhibisyonu

Okaryotlar ve prokaryotlarda gen sekanslama ile 6zellikle yaygin hastaliklara neden
olan patojenler (Ornegin, sitma, tiiberkiiloz ve ayrica diger bakteriyel ve mantar
enfeksiyonlari), CA'larin bu organizmalarda da bulundugu ortaya ¢ikarilmistir [85-88].
Omurgalilar yalnizca a-sinifina ait CA'lara [89-100] sahip olsa da bu tir 'basit'
organizmalar, 6rnegin a- ve B-CA'lar, B- ve y-CA'lar, y- ve 6-CA'lar veya hatta bu {i¢ gen
ailesinden (0—y-CA'lar) gibi ¢esitli CA familyalarina ait enzimlere sahiptir [111-118,194-
196].

Son zamanlarda a-CA veya B-CA smifinin temsilcileri, protozoan P. Falciparum
[110], H. pylori ve M. tuberculosis [113] bakterileri ve C. Albicans [114] ve C.
neoformans [115,116] mantarlart gibi cesitli patojenlerde klonlanmis ve karakterize
edilmistir. Bu CA'larin bu patojenlerin biliylimesi veya viriilanst i¢in kritik oldugu
kanitlandigindan, inhibe edilme kapasiteleri de arastirilmistir. Bu tiir pek ¢ok organizma
oldukga patojenik oldugundan ve onlar1 hedefleyen mevcut ilaglara farkli derecelerde
diren¢ gosterdiginden, bunlarin CA'larinin inhibisyonu bu hastaliklarla savasmak icin
yeni yaklagimlar olusturabilir [110-118,194-196].

P. falciparum, yasami tehdit eden insan sitma vakalarinin ¢gogundan sorumludur.
Ilaca direncli sitma parazitlerinin kiiresel olarak ortaya ¢ikmasi, yeni ila¢ hedeflerinin
tanimlanmasini ve karakterize edilmesini gerektirir. P. falciparum'da bulunan CA'lar
a-CA smifina (pfCA) aittir ve insan konak¢1 enzimleri CA I ve II'den farkl katalitik
ozelliklere sahiptir. K| nanomolar aralikta (80 nM), diisiik sicaklik ECsp (ex vivo) ve
diisiik mikromolar aralikta (20 uM) P. falciparum'un in vitro biiyiimesine kars1 en etkili
antimalaryal stilffonamid CA inhibitorii 4-(3,4-Diklorofeniliireido-etil)-
benzen-siilfonamiddir. Bu nedenle, protozoon enzimini hedefleyen siilfonamid CA

inhibitorleri yeni antimalaryal ilaglarin gelistirilmesi igin potansiyele sahip olabilir [110].

21



H. pylori a-sinifi CA (hpaCA), gastrit, iilser ve kanser dahil olmak tizere farkli mide
mukozal lezyonlar1 olan hastalardan klonlanmis ve sekanslanmistir [111, 112].
Aralarinda  asetazolamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfonamid ve lipofilik
kuyruklara sahip bazi yeni bilesiklerin bulundugu gii¢lii hpaCA inhibitorleri (K, 12-84
nM) tespit edilmistir. hpaCA asitte hayatta kalmasi igin gerekli oldugundan inhibisyonu
ilaca direngli H. pylori enfeksiyonunun yonetiminde yeni bir farmakolojik ara¢ olarak
kullanilabilir [111]. H. pylori'nin B-sinif CA (hpBCA) i¢in DNA klonlari, gastrit, mide
iilseri ve mide kanseri hastalar1 dahil ¢esitli mide mukozal lezyonlar1 olan hastalardan
elde edilen bagimsiz suslardan izole edilmistir [112]. hpBCA ayrica klinik olarak
kullanilan asetazolamid, etokszolamid, topiramat ve siilpirid de dahil olmak {izere bircok
stilfonamid/stilfamat tarafindan yiiksek oranda inhibe edilmistir (K; 24-45 nM). H.
pylori'nin a- ve/veya B-sinift CA'larinin ikili inhibisyonu ile gastrit/mide iilserlerinin yani
sira mide kanserinin tedavisi i¢in yararli bir alternatif olabilir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda
ilk bakteriyel B-CA ilaglanabilir hedef oldugunu gostermistir [112]. H. pylori‘de bulunan
bu iki CA'nin mide igindeki patojenin asit ortamina alismasinda oynadigi énemli rol,
Sekil 2'de sematik olarak gosterilmistir ve bu ayn1 zamanda iki enzimin inhibisyonunun
bakterilerin 6liimiine ve H. pylori'nin mideden eradikasyonuna yol ac¢tigin1 anlamaya
yardimet olmaktadir [111, 112].

M. tuberculosis‘in in vivo biiylimesi i¢in gerekli olan, aktivitesi biiyiik 6l¢lide pH’ya
bagli; pH 8.4'te aktif olan ancak pH 7.5'te olmayan Rv3588c geni B-CA’y1 kodladigi
kesfedilmistir[29]. Bu B-CA’nim aktif bolgenin acik ve kapali durumunu arasinda gegis
yapabilen bloke edilmis aktif bolgeye sahip dimerik bir protein oldugu gozlemlenmistir.
Bu B-CA ile hig¢bir inhibisyon calismasi yapilmamis olsa da, giiclii inhibitorlerin
saptanmasi ve tasarlanmasi muhtemeldir. Bu su anda mevcut ilaglara direncli tiiberkiiloz
i¢in yeni bir ilag sinifi olabilir [113].

Ayrica Saccharomyces cerevisiae mayasinin NCE103 geni bir CA kodlar [118].
Glikoz-amonyum tuzlar1 ortaminda S. cerevisiae'nin biiyiimesi sirasinda CA'nin ana
fizyolojik rolii, PC, ACC ve CPSaz (karbamoil-fosfat sentetaz) tarafindan katalize edilen
bikarbonata bagli karboksilasyon reaksiyonlari igin inorganik karbon saglanmasidir [114-
116]. Bununla birlikte, bu alandaki en ilging bulgular Muhlschlegel ve Heitman’nin
gruplar tarafindan tanimlandigi C. albicans ve C. neoformans gibi fungal patojenlerin
virtilans1 i¢in 6nemli olan CA'larin sinyal rolii ile ilgilidir [114-116]. CO2/HCOz3™in

fizyolojik konsantrasyonlarinin, Sekil 3'de sematik olarak gosterildigi gibi, adenilil siklaz

22



aktivitesinin dogrudan uyarilmasiyla C. albicans'ta filamentasyonu indiikledigi
gosterilmistir. Ayrica, organizmada bulunan B-CA'larla CO2/HCOs~ dengelemesinin,
oyuklarda sinirli oldugu bulunan CO2'nin C. albicans'in patogenezi igin gerekli oldugu
gosterilmistir. Muhlschlegel'in grubu C. neoformans kaynakli adenilil siklazin fizyolojik
CO2/HCO3s konsantrasyonlarina duyarli oldugunu gostermistir. Boylece, siklik AMP
sinyali ile CO2/HCOs algilama arasindaki baglanti funguslarda korunur ve CO:
algilamasi mantar patogenezinin 6nemli bir aragtir. Bu yeni f-CA'larin inhibitérleri heniiz
test edilmemis olsa da bu yolu ¢esitli seviyelerde hedefleyen yeni terapétik ajanlar, yeni
antifungaller olarak islev gorebilirler [114-116].

Yapilan literatiir arastirmalar1 ve ilgili enzim inhibisyonunda etkili farmakofor
gruplarin tesbiti sonucu sunulan yiiksek lisans tezinde siilfonamid gurubu yeni karbonik
anhidraz enzim inhibitorii bilesiklerin sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin in-vitro
aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmustir. 2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)-N-
(stilfamoilfenil)asetamid ana yapisi tlizerinden 4. konumda farkli siibstitlientler ile
bilesikler sentezlenmistir. In-vitro olarak karbonik anhidraz enzimi tizerindeki etkinligi

arastirilmistir.

Tablo 1.3. Inhibitor Aktiviteleri Arastirilmast Planlanan Sentez Uriinleri

Bilesik R

2a -CH3

2b -CH2-CHs3

2c -CH,-CH,-OH

2d -CH,-CH,-CH»-OH
2e -CHz-CHz-N(CHs)z
2f

29

2i -S0O,-CH3
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2j -S0,-CH,-CHs

2. KAYNAK BILGISI
2.1. Karbonik Anhidraz Enzim Inhibitorii Calismalarina Konu Olmus Siilfonamid

Tiirevleri

Ceruso vd., bir seri tireido siibstitiie benzensiilfonamid sentezlenmistir. hCA 1-X1V
[zozimlerine kars1 inhibitdr aktiviteleri incelenmistir. hCA II izozimine kars1 4.9 nM ICso
degeri ile 4-(3-Feniliireido)-N-(4-siilfamoilfenctil)butanamid en yiiksek inhibitor
aktiviteye sahip bilesik olarak tesbit edilmistir [206].

Sekil 2.1. 4-(3-Feniliireido)-N-(4-siilfamoilfenetil) butanamid

SitaRam vd., tarafindan 1,2,4-triazol i¢eren benzensiilfonamid tiirevi bilesikler
sentezlenmis ve hCA 1, 11, IX, XII izozimlerine kars1 inhibitor aktiviteleri arastirilmigtir.
Standart olarak kullanilan asetazolamid ile karsilastirildiginda 4-[3-(4-Bromofenil)-5-
tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il]benzensiilfonamid 1.3 nM 1Cso degeri ile hCA
XII izozimine kars1 en yiiksek inhibitor aktiviteye sahip bilesik oldugu bulunmustur

[207].

Sekil 2.2 4-[3-(4-Bromofenil)-5-tiyokso-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il] benzensiilfonamid

Chegaev vd., tarafindan metil ya da fenil siibstitiie furazan ve furoksan igeren
benzensiilfonamid tiirevi bilesikler sentezlenmistir. hCA I, hCA II, hCA IX ve hCA XII

izozimlerine karst inhibitér aktiviteleri incelenmistir. 4-(3-Fenilsiilfonilfuroksan-4-
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iloksi)benzensiilfonamid bilesigi 2.9 nM ICso degeri ile hCA XII izozimine karsi en
yiiksek inhibitor aktiviteyi gostermistir [208].

Sekil 2.3. 4-(3-Fenilsiilfonilfuroksan-4-iloksi)benzensiilfonamid

Mojzych vd., tarafindan pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazin igeren siilfonamid tiirevi
bilesikler sentezlenmistir. hCA enzim inhibisyonu ile antitimor 6zellikleri arastirilmistir.
Sentezlenen bilesikler Carmichael metodu kullanilarak MCF-7 ve MDA-MB-231meme
kanseri hiicreleri tizerinde orta derecede etkili bulunmustur. (S)-4-Etoksi-N-(2-
hidroksipropil)-3-(3-metil-1-p-tolil-1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazin-
5il)benzensiilfonamid 13.8 nM ICsp degeri ile hCA IX izozimine kars1 en yiiksek inhibitor
aktiviteyi gostermistir [209].

Sekil 2.4, (S)-4-Etoksi-N-(2-hidroksipropil)-3-(3-metil-1-p-tolil-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazin-5-

il)benzensiilfonamid

Altintop vd., tarafindan yeni bir seri 1,3,4-tiadiazol i¢ceren benzensiilfonamid tiirevi
bilesikler sentezlenmistir. hCA I ve hCA II izozimlerine karsi inhibitor aktiviteleri

incelenmistir. N’-((5-(4-Klorofenil)furan-2-il)metilen)-2-((5-(fenilamino)-1,3,4-
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tiyadiazol-2-il)tiyo)asetohidrazid 0.14 nM ICso degeri ile en yiiksek aktiviteye sahip
bilesiktir [210].

Sekil 2.5. N-((5-(4-Klorofenil)furan-2-il)metilen)-2-((5-(fenilamino)-1,3,4-tiyadiazol-2-
iltiyo)asetohidrazid

Chiaramonte vd., tarafindan iki seri 2-benzilpiperazin tiirevi bilesik sentezlenmistir.
hCA |, 11, 1V, IX izozimleri {izerinde inhibisyon aktiviteleri test edilmistir. (R)- 4-(3-
benzil-4-metilpiperazin-1-karbonil)benzen-1-siilfonamit hCA IV izozimine kars1 1.7 nM

ICso degeri ile en aktif tiirev oldugu gosterilmistir [211].

Sekil 2.6. (R)- 4-(3-benzil-4-metilpiperazin-1-karbonil)benzen-1-siilfonamit

Mishra vd., tarafindan yeni benzensiilfonamid tiirevi bilesikler sentezlenmis ve
hCA 1, II, VII, IX izozimlerine karsi inhibitor aktiviteleri in vitro olarak arastirilmistir.
Iki seri bilesik sentezlenmis olup birinci seri 4-(2-(4-(4-siibstitiiepiperazin-1-
il)benziliden)hidrazinil)benzensiilfonamid tiirevi bilesiklerdir. Diisiik ve orta nanomolar
diizeyde hCA 1II ve VII izozimlerine kars1 inhibitor aktivite gdzlenmistir. Ikinci seri ise
4-(2-(4-(4-siibstitiiepiperazin-il)benziliden)hidrazinkarbonil)benzensiilfonamid  tiirevi
bilesiklerdir ve hCA VII izozimine kars1 yliksek inhibitor aktivite gostermistir. (E)-4-(2-
(4-(4-(Furan-2-karbonil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)benzensiilfonamid 6.2 nM
ICso degeri ile hCA VII izozimine kars1 en yiiksek inhibitor aktiviteyi gostermistir [212].
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Sekil 2.7. (E)-4-(2-(4-(4-(Furan-2-karbonil)piperazin-1-il)benziliden)hidrazinil)benzensiilfonamid

Mancuso vd., tarafindan antikolera tedavisinde kullanilmak tizere bir dizi VchCAa,
VchCAB ve VchCAy enzimlerinin inhibitorleri sentezlenmistir. Sentezlenen 4-
Siilfamoilfenilalkilamid tiirevi bilesikler arasinda (S)-N-(1-okso-1-((4-
stilfamoilbenzil)amino)propan-2-il)furan-2-karboksamid bilesigi en aktif tiirevi oldugu
bildirilmistir [213].

Sekil 2.8. (S)-N-(1-0kso-1-((4-siilfamoilbenzil)amino)propan-2-il)furan-2-karboksamid

Abas ve digerleri tarafindan 2,5-disiibstitiie-1,3,4-tiadiazol (5a-j) igeren bir dizi
siilffonamid tiirevi sentezlenmistir. hCA II enzimine kars1 aktivite ¢calismalar1 yapilmastir.
Yapilan aktivite calismalarinda standart olarak kullanilan asetazolamidin 1Cso 0.984 +
0.12 uM  degerine karsilik  N-(5-((4-Klorobenzil)tiyo)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)-4-
metilbenzenesiilfonamid bilesiginin 1Cso 0.60 = 0.02 uM en aktif bilesik oldugunu
gostermistir [214].

Sekil 2.9. N-(5-((4-Klorobenzil)tiyo)-1,3,4-tiyadiazol-2-il)-4-metilbenzenesiilfonamid

Polar (Ser, Thr, Asn, GIn) ve nonpolar (Ala, Tyr, Trp) aminoasitler ile disiibstitiie
1,3,5-triazin bagli 4-aminometil ve aminoetil benzensiilfonamid tiirevi bilesikler

Mikulova ve digerleri tarafindan sentezlenmistir. hRCA I, 11, IV, tiimor iliskili izozim olan
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IX ve XIlI izozimleri tizerinde in vitro inhibisyon testleri yapilmistir. Deney sonuglarina
gére nonpolar aminoasit yan zincirine sahip inhibitorlerin diisik nanomolar
konsantrasyonda hCA XII izozimine kars1 yiiksek aktivite gosterilmistir. Yan zincirde
Trp aminoasidi tasiyan tiirevler ise hCA II izozimine kars1 yiiksek inhibitor aktivite
gOstermistir. Sentezlenen bilesikler arasinda 2,2'-[(6-({2-(4-stilfamoilfenil)etil}amino)-
1,3,5-triazin-2,4-diil)diimino]bis(3-(4-hidroksifenil)propanoik asit) bilesigi hCA XII
izozimine kars1 ICso 7.5 nM degerine sahip en aktif bilesik oldugu tespit edilmistir [215].

Sekil 2.10. 2,2"-[(6-({2-(4-Siilfamoilfenil)etil }amino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)diimino] bis(3-(4-
hidroksifenil)propanoik asit)

Eldeeb ve digerleri tarafindan asetazolamid standart olarak kullanilip CA 1, 11, IV
ve IX izozimlerinin inhibisyonu i¢in bir dizi CA inhibitdrii sentezlenmistir. Sentezlenen
bu benzensiilfonamid tiirevi bilesikler arasinda hCA Il izozimine kars1 7.6 nM 1Cso degeri
ile giicli selektif inhibitor aktivite 4-(2-(2-okso-2-fenil-1-

(fenilsiilfonil)etiliden)hidrazinil)benzenesiilfonamid bilesiginde gézlenmistir [216].

Sekil 2.11. 4-(2-(2-Okso-2-fenil-1-(fenilsiilfonil)etilidene) hidrazineil)benzenestilfonamid
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Zhang ve digerleri tarafindan kuyruk yaklasimina dayali olarak sakkarit modifiye
15 yeni siilfonamid sentezlenmistir. Bu sentezlenen yeni bilesikler sitoplazmik hCA II,
transmembranal hCA IX ve XII izozimleri iizerinde inhibitér etkinlikleri
degerlendirilmistir. /n vitro aktivite ¢alismalar1 sonucunda hipoksi ile CA IX ekpresyonu
indiiklenen HT-29 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilig1 azalttigi gézlenmistir. Yiiksek
CA IX ve XII ekspresyonuna sahip insan osteosarkom MG-63 hiicre hattinda N!-(2-
Metil-4-(1-(4-siilfamoilfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-Ns-((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimethil)tetrahidro-2H-piran-2-il)siikksinamid ~ bilesigi  referans
madde olan asetazolamidden daha yliksek inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur

[217].

Sekil 2.12. N1-(2-Metil-4-(1-(4-siilfamoil fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)-N4-((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimethil)tetrahidro-2H-piran-2-il)siiksinamid

Pirazolo[1,5-a]pirimidin igeren siilfonamid tiirevi hCA inhibit6rii bilesikler Giimiis
ve digerleri tarafindan sentezlenmistir. Fizyolojik olarak énemli hCA 1, I, VA, IX and
XII izozimleri lizerinde aktivite calismalar1 yapilmis olup II, IX ve XII izozimleri
tizerinde giiglii etki ve selektivite gosteren bilesikler belirlenmistir. Etil 7-metil-3-(4-
stilfamoilbenzamido)pirazolo[ 1,5-a]pirimidin-6-karboksilat bilesigi 0.7 nM ICso degeri
ile hCA II izozimine kars1 en yiiksek inhibitor aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir
[218].
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Sekil 2.13. Etil 7-metil-3-(4-siilfamoilbenzamido)pirazolo[1,5-a]pirimidin-6-karboksilat

Wahaibi vd., tarafindan CA IX ve XII izozimleri lizerinde selektif inhibitor
aktivitelerinin tespiti i¢in tri-aril imidazol tiirevi igeren benzen siilfonamidler tasarlanip
sentezlenmistir. Standart olan asetazolamide bagli olarak alt1 bilesik CA IX izozimine
kars1 yiiksek aktivite ve selektivite bulunmustur. Sentezlenen bilesikler arasinda 4-(2-(2-
Metoksifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol-1-il)benzen siilfonamid bilesigi 0.3 pM ICso
degeri ile CA IX izozimine karsi yiiksek inhibitor aktivite gostermistir. MTT calismalari
sonucunda pankreas kanseri hiicre hattt (Panc-1), meme kanseri hiicre hatti (MCF-7),
kolon kanseri hiicre hattt (HT-29) ve epitelyal kanser hiicre hatt1 (A-549) tizerinde yiiksek
aktivite gostermistir [219].

Sekil 2.14. 4-(2-(2-Methoksifenil)-4,5-difenil-1H-imidazol-1-i)benzen siilfonamid

Sethi vd., tarafindan aromatik siilfonamidler mono-, bi- ve trisiklik anhidritler ile
reaksiyona girerek yeni CA inhibitorleri sentezlenmistir. Sentezlenen bu yeni bilesikler
hCA 1, I, IX, XII izozimlerine karsi etkinlikleri arastirilmistir. 3-Bromo-4-(4,5,6,7-
Tetrakloro-1,3-Dioksoizoindolin-2-il) benzenesiilfonamid 2.4 nM ICsg degeri ile hCA 11
izozimine karsi en yiiksek inhibitor aktivite gosteren bilesiktir. Brinzolamid ile

karsilastirildiginda bu bilesik hCA 11 inhibisyonu agisindan daha gii¢liidiir [220].
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Sekil 2.15. 3-Bromo-4-(4,5,6,7-Tetrakloro-1,3-Dioksoizoindolin-2-il) benzenesiilfonamid

Swain vd., tarafindan imidazotiyadiazol bagli benzensiilfonamid tiirevi bilesikler
sentezlenip hCA 1, II, VA, IX izozimlerine karsi aktiviteleri in vitro olarak test edilmistir.
Sentezlenen bilesikler hCA I ve II izozimlerine hCA VA ve IX izozimlerinden daha ¢ok
selektivite gostermistir. 0.246 uM  ICsp  degeri ile 2-Metil-5-(6-fenilimidazo[2,1-
b][1,3,4]tiyadiazol-2-il)benzenesiilfonamid hCA 1I izozimine kars1 en yiiksek inhibitor
aktiviteyi gostermistir. Yapilan doking ¢alismalari ile Thr200 aminoasidi ile H bag
yaptig1 tespit edilmistir [221].

Sekil 2.16. 2-Metil-5-(6-fenilimidazo[2,1-b][1,3,4]tiyadiazol-2-il)benzenesiilfonamid

Swain ve digerleri tarafindan yapilan calismada yeni siilfonamid tiirevleri
sentezlenmis ve hCA I, hCAIIL, hCAIX ve hCAXII enzimlerine karsi inhibit6r etkinlikleri
in vitro olarak incelenmistir. Yapilan biyolojik aktivite testleri sonucunda 2-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(4-siilfamoilfenil)kinolin-4-karboksamid  bilesigi  seri
igerisinde 6.5 NnM ICso degeri ile hCAIX enzimine karsi en aktif tiirev olarak belirlenmigtir
[222].
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Sekil 2.17. 2-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-N-(4-stilfamoilfenil)kinolin-4-karboksamid bilesiginin
kimyasal yapist

Angeli ve digerleri tarafindan Pirazolo[4,3-c]piridin stlfonamid tiirevi CA
inhibitorii bilesikler sentezlenmistir. hCA I, hCA II, hCA IX, hCA XII ve farkh
mikroorganizmalardan elde edilen ii¢ B-CA ve ii¢ y-CA enzimlerine karsi inhibisyon
aktiviteleri arastirilmistir. 2-Metil-4-0kso-3-(4-siilfamoilfenetil)-3,4,5,6-tetrahidro-2H-
2,6-metanobenzo[g] [1,3]oksazosin-5-karboksamid bilesigi hCA II enzimine karsi ICso:
5.6 nM degeri ile en yiiksek aktiviteyi gosteren tiirevdir. Yapilan docking ¢aligsmalari ile
stilfonamidin negatif yiiklii azot atomu ile Zn*™" iyonu selatladigi ve hidrojen bagi

olusturdugu gosterilmistir [223].

Sekil 2.18. 2-Metil-4-okso-3-(4-siilfamoilfenetil)-3,4,5,6-tetrahidro-2H-2,6-metanobenzo[g]

[1,3]oksazosin-5-karboksamid
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

1-Metilpiperazin

1-Etilpiperazin

1-[2-(Dimetilamino)etil]piperazin

1-(4-Florobenzil)piperazin

1-(3-Hidroksipropil)piperazin

1-(4-Klorobenzil)piperazin
1-(4-Metilbenzil)piperazin
1-(Metilsiilfonil)piperazin
1-(Etansiilfonil)piperazin
Asetik asit

Aseton

DMSO-ds
Dimetilformamid
Dimetilsiilfoksit

Etanol

Etil asetat

Petrol eteri

Potasyum karbonat

: Merck, Almanya

: TCI, Japonya

: Acros Organics, Almanya
: TCI, Japonya

: Acros Organics, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: VWR Chemicals, Fransa
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Merck, Almanya

: Carlo Erba Reagents, Fransa

: VWR Chemicals, Fransa

: Sigma-Aldrich, Almanya

Silikajel 60 F254 kapli aliiminyum ITK plag: : Merck, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektronik terazi

Erime derecesi tayin cihazi
Inkiibator

Infrared spektrofotometresi
Kiitle spektrometresi

Manyetik tabanli 1sitict karistiric
Niikleer manyetik rezonans spektrometresi
Steril kabin

Ultraviyole lambas1

Vorteks

Mikroplate okuyucu

Robotik pipetleme tablasi
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: Shimadzu, Libror EB-330 HU, Japonya
: Mettler Toledo-MP90 Melting Point System
: Heraeus, Almanya

: Shimadzu-IR Affinity-1S, Japonya

: Shimadzu, LCMS-IT-TOF, Japonya

: Heidolph, MR 3003, Almanya

: Bruker, UltraShield 300 MHz, ABD

: Class Il TypeA2 (CHC-222A2-60), Kore
: Camag, Cabinet, Isvigre

: Wisemix, Kore

: BioTek-Synergy H1 ABD

: BioTek-Preccision XS, ABD



4. YONTEMLER
4.1. Sentez Calismalari
4.1.1. 2-Kloro-N-(4-aminosiilfonilfenil)asetamit (1) sentezi (Yontem A)

DMEF’de (20 mL) ¢oziindiiriilerek 4-Aminobenzensiilfonamit (10 g, 0,06 mol) buz
banyosunda sogutulmustur. Kloroasetil kloriir (CICH2COCI) (4,77 mL, 0,072 mol)
DMEF’de (5 mL) ¢oziindiiriilerek damlatma hunisine aktarilmistir. CICH2COCI ¢6zeltisi,
4-aminobenzensiilfonamitin buz banyosundaki ¢ozeltisi ile siirekli karistirilarak damlalar
halinde ilave edilmistir. Damlatma islemi bittikten sonra yaklasik 4 saat daha karistirmaya
devam edilmistir. Reaksiyonu tamamlanan karigimin iginde 10 mL buzlu su olan bir
behere aktarilarak ¢oktirilmiistiir. Coken kat1 kiitle siiziilerek alinmis ve etanolden

kristallendirilmistir.

Sekil 4.1. 2-Kloro-N-(4-siilfamoilfenil)asetamit (1) sentezi

4.1.2. 2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit tiirevlerinin sentezi
(Yontem B)
2-Kloro-N-(4-aminosiilfonilfenil)asetamit (1) (0,3 g, 0,0012 mol), potasyum
karbonat (0,166 g, 0,0012 mol) ve 1-siibstitiiepiperazin (0,0018 mol) tiirevi, aseton (60
mL) igerisinde geri ceviren sogutucuda 7 saat kaynatilarak karistirilmistir. ITK ile
reaksiyonun bitip bitmedigi kontrol edilmistir. Aseton ortamdan uzaklastirildiktan sonra

iirlin etanolden kristallendirilmistir.

Sekil 4.2. 2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit tirevierinin sentezi

4.2. ITK Cahsmalan ve Rf Degerlerinin Saptanmasi

Biitiin sentez calismalarinda reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi ITK ile
kontrol edilmistir. Deney ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin

baslangi¢c maddelerinin etanoldeki ¢ozeltisi ile adsorban olarak kullanilan silika jel 60
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F254 kapli, dnceden uygun ¢6ziicii karisimlari ile doyurulmus aliiminyum plaklara kilcal
borular yardimi ile uygulanip haraketli fazlar igerisinde siiriiklenmistir. Ultraviyole (254
nm ve 366 nm) 15181 altinda lekeler saptanmustir. ITK sonucuna gore reaksiyon
sonlandirilmis veya devam edilmistir. Coziici sistemi olarak petrol eteri-etil asetat (3:1,

1:1) ¢oziicii sistemi kullanilmistir.

4.3. Erime Noktas1 Tayini

Mettler Toledo-MP90 Melting Point System kullanilarak sentezlenen bilesiklerin
erime noktalar1 tayin edilmistir. Kilcal borulara 0.5 cm yiiksekliginde sentezlenen
bilesikler eklenerek cihazin haznesine yerlestirilmistir. Islem sonucunda cihazdan alinan

goriintliler izlenerek erime noktasi tayini yapilmstir.

4.4, 'H-NMR Spektrumlarinin Alinmasi
Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin *H-NMR spektrumlari, sentez iiriinlerinin
dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-ds) i¢indeki ¢ozeltileri, tetrametilsilana (TMS) kars1 Bruker

500 MHz NMR spektrometresine uygulanmasi ile sonuglar alinmistir.

4.5. 13C-NMR Spektrumlarinin Alinmasi
Elde edilen sonuc bilesiklerin 3C-NMR spektrumlari, sentez iiriinlerinin
dimetilsiilfoksit-ds (DMSO-de) igindeki ¢ozeltilerinin, tetrametilsilana (TMS) karsi

Bruker 100 MHz NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmistir.

4.6. Kiitle Spektrumlarimmin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin kiitle spektrumlari, numunelerin asetonitril igindeki
cozeltilerinden LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda elektron sprey
iyonizasyon (ESI) iyonlastirma teknigi kullanilarak negatif ve pozitif modda sonuglar

elde edilmistir.

4.7. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bu tez igerisinde sentezlenen bilesiklerin karbonik anhidraz inhibitor etkileri
arastirtlmistir. Biyolojik aktivite ¢alismalarinin her kademesinde Milipor, Milli-Q
Synthesis A10 saflastirma cihazindan alinan distile su kullanilmistir. Kullanilan biitiin

¢ozeltilerin yeni hazirlanmasina ve hazirlandiktan sonra 1 hafta igerisinde kullanilmasina
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dikkat edilmistir. Enzim inhibisyon ¢alismasinda hazirlanan ¢ozeltilerin kisimlar halinde
ayrilmasi, test bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasi, enzim substrat
¢ozeltilerinin ilave edilmesi islemlerinde BioTek-Precision Power (Amerika Birlesik
Deviletleri) robotik pipetleme sistemi kullanilmistir. Enzim protokoliiniin olusturulmasi,
izlenmesi ve spektrofotometrik Ol¢timlerin alinmasi, BioTek-Synergy H1 Microplate
Reader (Amerika Birlesik Devletleri) cihazi kullanilmistir. Bilesiklerin inhibisyon
aktiviteleri spesifik CA enzim inhibitorii olan asetazolamid referans madde olarak
kullanilmistir. Bilesiklerin inhibisyon aktiviteleri BioVision CA Inhibitor Screening
Kitleri (Milpitas, CA, USA) kullanilarak incelenmistir.

Inhibitér aktivite, substrat ve enzimin kolorimetrik olarak olciilmesi esasina
dayanir. CA'ya 6zgii bir inhibitor varliginda, enzim aktivitesini kaybeder ve absorbansi
azalir. Kit iceriginde CA Test Tamponu 20 ml, CA Seyreltme tamponu 1.5 ml, CA enzim
1 sise, CA Substrat 500 pl, CA Inhibitérii (2 mM Asetazolamid) 200 pl bulunmaktadir.

Bilesiklerin biyolojik aktiviteleri, dncelikle 107 ve 10 M’lik iki konsantrasyonda
%?2’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanarak test edilmistir. Aktivite degerleri
%0-100 araliginda inhibisyonlar1 degerlendirilmistir.

4.7.1. Reaktif ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

CA test tamponu, CA seyreltme tamponu, CA substrati, CA inhibitorii -20°C’de
saklanip aktivite ¢alismalarina baglamadan 6nce 20-25°C’ye getirilmistir. CA enzimi ise
bir sige i¢cin 500 pl seyreltme tamponu eklenerek sulandirilmstir.

4.7.2. Inhibitor bilesiklerin cozeltilerinin hazirlanmasi

Sentezlenen bilesikler %2’lik dimetilsiilfoksitte 102 ve 10 M’lik ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Aktivite degerleri %0-100 araliginda inhibisyonlar degerlendirilmistir.
Bilesiklerin 10* M konsantrasyonda %50 ve daha fazla degerde inhibisyon gériilen
bilesiklerin 10° M konsantrasyona kadar alt konsantrasyonlarda inhibisyon oranlar
incelenmistir.

96 kuyucuklu plaka kullanilarak inhibisyon aktiviteleri arastirilmigtir. Enzim
kontrol, numune, inhibitér kontrol, solvent kontrol, arkaplan kontrolii olmak iizere
kuyucuklar siniflandirilmistir. CA test tamponundan her bir kuyucuga arkaplan kontrolii
icin 85 pL, enzim kontrolii i¢in 90 uL, numune, inhibitor kontrol, solvent kontrolii ig¢in
90 pL eklenmistir. CA enzim ¢ozeltisinden her bir kuyucuga enzim kontrolii, numune,
inhibitor kontrol, solvent kontrolii igin 5 pL eklenmistir. Sentezlenen bilesiklerin

cozeltileri 10 uL numune, arkaplan kontrolii, solvent kontrolii kuyucuklarina eklenmistir.
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CA inhibitorii (asetazolamid) 10 uL inhibitor kontrol, arkaplan kontrol kuyucuklarina
eklenmistir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son olarak 5 pL. CA substrati
her bir kuyucuga eklenmistir. Oda sicakliginda 1 saat boyunca kinetik modda 405 nm'de
absorbansi 6l¢iim yapilmistir. Belirli iki zaman araliginda 6lgiilen absorbanslar alinarak

lineer regresyon ile tiim numuneler i¢in % inhibisyonlar1 hesaplanmistir.

e e AAbN
%Rolatif aktivite = A Ab Ek X 100
o AAbEK—-AAbN
%Rolatif inhibisyon = A Ab EK x 100

EK: Enzim kontrol

N: Numune

A Ab: Absorbans degisimi

4.8. Molekiiler Modelleme Calismalari

Tez kapsaminda sentezi tamamlanan, CA enzimi {izerine inhibisyon aktivitesi en
yiiksek bulunan bilesik 2e’nin ilgili enzim aktif bolgeleriyle (CA-I, CA-I1, CA-IX, CA-
XI1) olasi etkilesimlerini belirlemek i¢in CA-1 enzimine ait (PDB Kodu: 1AZM) [225],
CA-11 enzimine ait (PDB Kodu: 3HS4) [226], CA-1X enzimine ait (PDB Kodu: 7J0O2)
[227] ve CA-XII enzimine ait (PDB Kodu: 1JD0) [228] kristal yapilari {izerinde docking
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Caligmalarda Glide 7.1 [229-231] programi ile
gerceklestirilen docking teknigi uygulanmis ve GlideScore SP ile en olasi pozlar

tretilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Sentez Calismalari

5.1.1. 2-Kloro-N-(aminosiilfonilfenil)asetamit (1)

Sekil 5.1. 2-Kloro-N-(4-aminosiilfonilfenil)asetamit (1) bilesigi
Yontem A’ya gore sentezlenmistir. Verim: %85.

Deneysel E.N.: 215-217 °C, Literatiir ENN.: 217 °C [166]

Sekil 5.2. 2-Kloro-N-(4-aminosiilfonilfenil)asetamit (1) sentezi i¢in onerilen reaksiyon mekanizmasi
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5.1.2. 2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit tiirevleri (2a-2j)

Sekil 5.3. 2-(4-Siibstitiiepiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit tiirevierinin (2a-2n) genel yapisi

Yontem B’ye gore sentezlenmistir. Verim %75-87.

5.1.3. 2-(4-Metilpiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2a)

Sekil 5.4. 2-(4-Metilpiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2a) bilesigi

Verim: %81.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 2.27 (3H, s, -CH3), 2.49-2.54 (4H, m,
piperazin-CH), 2.54 (4H, m, piperazin-CH), 3.17(2H, s, CH), 7.28 (2H, s, NHz), 7.73-
7.80 (4H, m, fenil-H), 10.07(1H, s, amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 45.52, 49.05, 52.42, 54.57, 61.83, 119.43,
127.07, 138.90, 141.93, 169.34.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C13H22N40sS: 313.1329; found: 313.1319.
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Current Dala Parameters

HNAME DE-1
ZEPNO 1
ZROCNO 1

T2 - Acquisitlicn Parameters
Nate_ 20210127

Time 12.19
INSTERUM ECURIERZO0
FROBHD 5 mm DUL 130 1
PULPROG zy

TG 16384
SOLVENT DS

Hs 1%

D5 il

SWhH 6103.516 Hz
TIDRES 0.372529 Hz
Fite) 1.3421773 =sec
G 3,981

oW 81.920 nscc
DE 6.50 usec
TE 291.4 K

[=3] 200000000 sen
TGO 1
—-——==== CHANNEL [1 ———————-
SFOL 300.1818537 MHz
Nl 1H

21 13.00 usec
2T 10.00000000 W

T2 - Processing parameters
655360

5F 300.1B0DCO0 MHz
WOW EM

LSE a

LB .30 Hz
L¥ic} 0

PO 1.04

i T AU

Sekil 5.5. Bilesik 2a’ya ait 'H-NMR spektrumu

Sekil 5.6. Bilesik 2a’ya ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.7. Bilesik 2a’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.4. 2-(4-Etilpiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2b)

Sekil 5.8. 2-(4-Etilpiperazin-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2b) bilesigi

Verim: %79.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 0.96-1.0(3H, s, -CH3), 2.28-2.35(2H, q, J=

7.18,-CH>), 2.42 (4H, m, piperazin-CH), 2.49-2.54 (4H, m, piperazin), 3.14 (2H, s,-
CHy), 7.28 (2H, s,NH>), 7.73-7.81 (4H, dd, fenil-H), 10.04(1H, s, amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 12.46, 52.05, 52.61, 53.20, 62.26, 119.41,
127.06, 138.90, 141.96, 169.41.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C14H22N403S: 327.1485; found: 327.1481.
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Sekil 5.9. Bilesik 2b’ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.10. Bilesik 2bye ait *C-NMR spektrumu

44

Current Dabtsd Parameters

KAME DE-2
ZXEPND 1
PROCKD 1

»2  Acquisition Parameters
Date 20210127
Time 13,22
INSTROM FOURIER300
ROBHEG L mm DUL 13C-1
FULPROG 73

s 16381
SOLVENT DH50

s 18

oS o

5WNH ®103,514 Iz
TIDRZE 0.372529 Hz
AQ 1.2421773 sec
Elel 6.03337

bW B1.%20 usec
nE 6,050 nsec
TE 291.46 K
ol 3.00000C00 sec
RO 1

CHREWNEL £1 =
200.1318537 MHz
1H

13.0
10.00000C00 W

Processing parameters

a

SF 300.1800000 MHz
WO EM

28E 4]

LB 0.30 Hz
GB 0

2C 1.00



Sekil 5.11. Bilesik 2b’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.5. 2-(4-(2-Hidroksietil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2c)

Sekil 5.12. 2-(4-(2-Hidroksietil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2c) bilesigi

Verim: %82.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2.29-2.40 (2H, m, -CH>), 2.46 (2H, t, J=6.3,-
CH2), 2.49-2.51 (4H, m, piperazin-CHy), 2.62-2.65 (4H, m, piperazin-CHy), 3.13 (2H, s,-
CHz2), 4.45 (1H, s, OH), 7.28 (2H, s,NH), 7.73-7.81 (4H, dd, fenil-H), 10.05(1H, s, amit-
NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): & = 45.95, 53.21, 53.44, 58.95, 60.67, 62.26,
119.42, 127.06, 138.88, 141.96, 169.43.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C14H22N104S:343.1435; found: 343.1426.
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Sekil 5.13. Bilesik 2¢ ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.14. Bilesik 2¢’ye ait **C-NMR spektrumu

47

Current Ldle feramelers

NAME LE 3
EXI'NO 1
PROCND 1
F2  Acquisition Parameters
Date 2010127
Time 14.23
INETROM FOURIERZDO

PROBHD S mm DUL 13C¢ 1

PULPROG zg

™ 16364

SCLVENT CHMED

N5 16

Ds ]

SWH &lni.5l6

FICRES C.372528

ite) 1.3421773

R 1,981

oW 81.920 usec

DE 6.50 us=ec

1E 291.8 K

D1 3.00000000 sec

IDa 1
CHANNEL £1

SFO1 300.1818537¢ MHz

HuCl 1H

Pl 13.90 usec

PLWL 132.00000000 w

F2  Processing paramelers

a1 65576

5F 330.1800000 MHz

WDW EM

558 g

)} 0.30 Hz

GB 0

P 1.00



Sekil 5.15. Bilesik 2C 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.6. 2-(4-(2-Hidroksipropil)piperazin-1-il)-N-(4-siilfamoilfenil)asetamit (2d)

Sekil 5.16. 2-(4-(2-Hidroksipropil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2d) bilesigi

Verim: %78.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 1.51-1.60 (2H, m, -CHy), 2.31-2.35 (2H, t,
J=14.41,-CHy), 2.42 (4H, m, piperazin-CHz), 2.49-2.51 (4H, m, piperazin-CH), 3.14
(2H, s,-CHy), 3.36 (2H, t, J=6.29,-CH,), 4.47(1H, s, OH), 7.27 (2H, s,NHy), 7.73-7.82
(4H, dd, fenil-H), 10.04(1H, s, amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-des): & = 30.03, 53.13, 53.29, 55.59, 59.87, 62.26,

119.40, 127.06, 138.91, 141.98, 169.39.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C15H24N404S: 357.1591; found: 357.1592.
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Sekil 5.17. Bilesik 2d 'ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.18. Bilesik 2d’ye ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.19. Bilesik 2d’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.7. 2-(4-(2-(Dimetilamino)etil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2e)

Sekil 5.20. 2-(4-(2-(Dimetilamino)etil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2e) bilesigi

Verim: %85.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 = 2.10 (6H, s, -CH3), 2.11-2.36 (4H, m,

piperazine-CHy), 2.44 (4H, m, -CH>), 2.49-2.51 (4H, m, piperazin -CHy), 3.13 (2H, s,
asetamit-CHy), 7.27 (2H, s, NH), 7.73-7.80 (4H, dd, fenil-H), 10.03(1H, s, amid-NH-).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 24.10, 46.10, 53.58, 57.18, 62.41, 68.85,
119.42, 127.07, 139.05, 141.44, 169.41

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C16H27Ns03S: 370.1907; found: 370.1910.

52



Sekil 5.21. Bilesik 2e ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.22. Bilesik 2eye ait **C-NMR spektrumu
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Sekil 5.23. Bilesik 2e ’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.8. 2-(4-(4-Florobenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2f)

Sekil 5.24. 2-(4-(4-Florobenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2f) bilesigi
Verim: %85.
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 2.26-2.29 (4H, m, piperazin -CHy), 2.49-2.51
(4H, m, piperazin -CH>), 2.76 (2H, s, benzil-CH>), 3.22 (2H, s, asetamit -CH>), 5.07 (2H,
s, NH), 7.10-7.16 (4H, dd, J=, fenil-H), 7.29-7.34 (4H, dd, J=, fenil-H), 10.04 (1H, s,
amit-NH-).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-de): 8 = 44.10, 45.02, 53.29, 61.94, 115.18, 115.46,
131.07, 131.17, 134.46, 134.71, 134.80, 134.84, 160.09, 163.30.

HRMS (m/z): [M+H]* calcd for C21H24N402S: 397.1693; found: 397.1707.
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Sekil 5.25. Bilesik 2f ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.26. Bilesik 2fye ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.27. Bilesik 2f ye ait kiitle spektrumu

5.1.9. 2-(4-(4-Klorobenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (29)

Sekil 5.28. 2-(4-(4-Klorobenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (29) bilesigi

Verim: %87.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 2.26 (2H, s, benzil-CHy), 2.49-2.51 (4H, m,
piperazin-CH.), 2.66-2.69 (4H, m, piperazin-CH.), 3.14 (2H, s, asetamit-CH>), 7.28-735
(2H, s, NHy), 7.37-7.38 (4H, m, fenil-H), 7.72-7.79 (4H, dd, J=, fenil-H), 10.05(1H, s,
amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 45.65, 52.75, 53.11, 53.90, 61.55, 62.22,
119.48, 127.05, 128.53, 131.14, 131.88, 137.65, 138.89, 141.94, 169.49.

HRMS (m/z): [M+H]* calcd for C19H23N4O3SCI: 423.1252; found: 423.1259.
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Sekil 5.29. Bilesik 29 'ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.30. Bilesik 2g°ye ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.31. Bilesik 29 ye ait kiitle spektrumu
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5.1.10. 2-(4-(4-Metilbenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2h)

Sekil 5.32. 2-(4-(4-Metilbenzil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2h) bilesigi

Verim: %80.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 2.29 (3H, s, -CH3), 2.65 (8H, m, piperazin-
CH?2), 3.16 (2H, s, asetamit -CH>), 3.23 (2H, s, benzil-CHy), 7.15-718 (2H, s, NH>), 7.25-
7.28 (4H, m, benzil-H), 7.73-7.81 (4H, dd, fenil-H), 10.16(1H, s, amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 21.18, 21.22, 52.05, 61.45, 119.43, 127.06,
129.41, 130.19, 138.95, 141.95, 169.05.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C20H2sN403S: 403.1798; found: 403.1804.
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Sekil 5.33. Bilesik 2hye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.34. Bilesik 2h’ye ait **C-NMR spektrumu
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Sekil 5.35. Bilesik 2h’ye ait kiitle spektrumu
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5.1.11. 2-(4-(4-Metilsiilfonil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2i)

Sekil 5.36. 2-(4-(4-Metilsiilfonil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2j) bilesigi

Verim: %86.
IH-NMR (300 MHz, DMSO-de): & = 2.49-2.51 (4H, t, J= piperazin-CH,), 2.61-

2.64 (3H, s, -CH3), 2.90 (4H, t, J= piperazin-CHy), 3.15-3.25 (2H, s, asetamit-CH>), 7.27
(2H, s,NH>), 7.74-7.82 (4H, dd, phenyl-H), 10.12(1H, s, amit-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 34.23, 52.28, 61.44, 119.47, 127.07, 138.96,
141.98, 169.17.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C13H20N4O0sS2: 377.0948; found: 377.0953.
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Sekil 5.37. Bilesik 2j ’ye ait 'H-NMR spektrumu

Sekil 5.38. Bilesik 2j 'ye ait *C-NMR spektrumu
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Sekil 5.39. Bilesik 2j 'ye ait kiitle spektrumu
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5.1.12. 2-(4-(4-Etilsiilfonil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2j)

Sekil 5.40. 2-(4-(4-Etilsiilfonil)piperazin)-1-il)-N-(4-sulfamoilfenil)asetamit (2Kk) bilesigi

Verim: %89.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 1.19-1.24 (3H, t, J=7.36, -CHj3), 3.03-3.11
(2H, q, J=7.37 -CHy), 2.57-2.61 (4H, t, piperazin-CH>), 3.22-3.25 (4H, m, piperazin-
CHy), 3.47 (2H, s, asetamit-CHy), 7.27 (2H, s, NH), 7.73-7.81 (4H, dd, fenil-H), 10.09
(1H, s, amid-NH-).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 7.95, 42.82, 45.57, 52.62, 61.50, 119.51,
127.05, 138.96, 141.94, 169.21.

HRMS (m/z): [M+H]" calcd for C14H22N40sS2: 391.1104; found: 391.1110.
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Sekil 5.41. Bilesik 2k 'ye ait *H-NMR spektrumu

Sekil 5.42. Bilesik 2k 'ye ait **C-NMR spektrumu
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Sekil 5.43. Bilesik 2K ye ait kiitle spektrumu
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5.2. Sentez Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yapilan aragtirmalar sonucu bu yiiksek lisans tezinde siilfonamid yapili yeni
karbonik anhidraz enzim inhibitorii bilesiklerin sentezlenmesi amaclanmistir. Karbonik
anhidraz enzim inhibitorlerinden yola ¢ikilarak 2-(4-siibstitiiepiperazin-1-il)-N-
(stilfamoilfenil)asetamid ana yapi kabul edilerek 4. konumda farkli siibstitiientler ile
bilesikler sentezlenmistir. 4-Aminobenzensiilfonamit ile kloroasetil kloriir reaksiyona
sokularak 2-Kloro-N-(4-aminosiilfonilfenil)asetamit ana yapist elde edilmistir. Elde
edilen ana yap1 1-siibstitiie piperazin tlirevleri ile amaclanan bilesikler sentezlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin yapilari, 'H-NMR, *C-NMR ve HRMS spektroskopik

yontemler ile ortaya konmustur.

Sekil 5.44. Hedef bilesiklerin sentez semasi

5.3. Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Sentezlenen 2a-2j kodlu, 10 adet orijinal bilesigin yapilart *H-NMR, *C-NMR ve
HRMS spektroskopik yontemlerin sonuglari ile aydinlatilmistir. Spektrum yapi
degerlendirmeleri, ilgili spektroskopik yontem basliginda aktarilmistir.

5.3.1. 'H-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi
Bu yiiksek lisans tezi igerisinde sentezlenen bilesiklerde bulunan alifatik ve

aromatik protonlar *H-NMR spektrumlarinda genel olarak beklenen dogrultuda gibi
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pikler elde edilmistir. Sentezlenen bilesiklerin spektrum sonuglarinda, toplam hidrojen
sayisi tespit edilip beklenen sayida pik gézlenmistir.

Sentezi yapilan bilesiklerde 1-siibstitiie piperazin yapisi igeren tiirevler
sentezlenmistir. 1-siibstitiie piperazin yapismin yer aldig tiirevlerin (2a-2k) *H-NMR
sonuglar1 incelendiginde bilesiklerin kimyasal yapilarinda ortak olarak piperazin halkasi,
asetamit, benzen ve siilfonamid yapilart bulunmaktadir. Piperazin halkasina ait protonlar,
2h kodlu bilesiklerde 2.65 ppm degerinde 8 hidrojenlik multiplet; 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 29,
2i kodlu bilesiklerde 2.49-2.51 ppm degerlerinde 4 hidrojenlik multiplet, 2.42-290 ppm
degerleri arasinda 4 hidrojenlik multiplet, 2a kodlu bilesikte 2.49-2.54 ppm degerleri
arasinda 4 hidrojenlik yaygin multiplet, 3.16-3.17 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik
yaygin multiplet; 2j kodlu bilesikte 2.57-2.61 ppm degerleri arasinda 4 hidrojenlik
multiplet, 3.22-3.25 ppm degerinde 4 hidrojenlik yaygin multiplet seklinde gézlenmistir.
Asetamite ait NH yapisina ait protonlar tiim bilesiklerde (2a-2k) 10.3-10.16 ppm
degerleri arasinda 1 hidrojenlik singlet olarak gozlenmistir. Karbonil grubuna komsu 3
protonu 2b, 2d, 2g kodlu bilesiklerde 3.14 ppm degerinde 2 hidrojenlik singlet; 2c, 2e
kodlu bilesiklerde 3.13 ppm degerinde 2 hidrojenlik singlet, 2a kodlu bilesikte 3.16-3.17
ppm degerleri arasinda 2 hidrojenlik singlet, 2h kodlu bilesikte 3.16 ppm degerinde 2
hidrojenlik singlet, 2i kodlu bilesikte 3.15-3.25 ppm degerleri arasinda 2 hidrojenlik
singlet, 2j kodlu bilesikte ise 3.47 ppm degerinde 2 hidrojenlik singlet olarak
gozlenmistir. Biitiin bilesiklerde bulunan 1,4-disiibstitiic benzen halkasina ait protonlar
ise 7.73-7.81 ppm degerlerinde 4 hidrojenlik dubletin dubleti pik seklinde g6zlenmistir.
Siilfonamid yapisina ait NHz protonlar1 2f kodlu bilesikte 5.07 ppm; 2a, 2b, 2c¢ kodlu
bilesiklerde 7.28 ppm; 2d, 2e, 2i, 2j kodlu bilesiklerde 7.27 ppm; 2g kodlu bilesikte 7.28-
7.35 ppm degerleri arasinda; 2h kodlu bilesikte 7.15-7.18 ppm degerleri arasinda 2
hidrojenlik singlet seklinde gozlenmistir.

5.3.2. 3C-NMR spektrumlarimin degerlendirilmesi

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda bilesiklerde ortak yapisal pargaciklar *C-NMR
spektrumlarinda genel olarak beklendigi gibi pikler vermistir [224]. Bilesiklere ait
spektrumlarda spesifik fonksiyonel gruplardan amid karboniline (C=0) ait karbonlar
165.05-166.41 ppm araliginda, aromatik karbonlar ise 115.18-14.96 ppm araliginda pik
vermistir. Karbonil karbonuna bagli karbon piki ise 52.05-68.85 ppm araliginda pik

vermistir.
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5.3.3. Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesi

Sentez edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari, elektron spray yontemi kullanilarak
pozitif iyonlastirma teknigi ile g¢ekilmistir. Tiim bilesiklerin kiitle spektrumlarinda
[M+H]" pikleri gozlemlenmistir. Spektrumlar incelendiginde hesaplanan veriler ile
uyumlu oldugu tespit edilmistir.

5.4. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Degerlendirilmesi

Bu tez galismasi igerisinde sentezlenen bilesiklerin enzim inhibitér aktiviteleri
BioVision CA Inhibitor Screening Kitleri (Milpitas, CA, USA) kullanilarak incelenmistir.
Referans bilesik olarak asetazolamid kullanilmistir. Sentezlenen bilesikler 107 ve 104 M
konsantrasyonlarinda CA enzimine karst % inhibisyon oranlart hesaplanmistir. Elde
edilen inhibisyon sonuglarina gore ICso degerleri hesaplanmustir.

5.4.1. CA enzim aktivite ¢calismalarinin degerlendirilmesi

Elde edilen bilesiklerin inhibisyon aktiviteleri enzim ve bilesiklerin reaksiyonu ile
renk degisiminin absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanir.

10° ve 10* M konsantrasyonda % inhibisyonlar1 hesaplanan 2a-2j kodlu
bilesiklerden 2a, 2c, 2e, 2f kodlu bilesikler %50’den fazla bir oranda inhibitor aktivite
gostermistir. Bu bilesiklerin 1Cso degerleri sirasiyla su sekildedir; 0.052+0.002 uM,
0.174£0.007 uM, 0.038+0.001 uM, 0.230+0.010 uM. Bu bilesikler arasinda 0.038+0.001
uM degeri ile 2e kodlu bilesigin en yliksek aktiviteye sahip oldugu gbzlemlenmistir.
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Tablo 5.1. Elde edilen bilesiklerin 107 ve 10* M konsantrasyonlarinda CA |, 1, IV, 1X, XII enzimine

karsi % inhibisyon oranlart.

CA % Inhibisyon

Bilesikler CA ICs0 (uM)
10° M 104 M

2a 93.624+2.321 90.491+1.564 0.052+0.002
2b 90.342+2.218 45.192+0.914 >100
2c 92.846+2.055 89.175+2.422 0.174+0.007
2d 87.228+1.769 40.345+0.721 >100
2e 96.538+1.802 94.702+2.150 0.038+0.001
2f 91.418+2.735 87.729+1.328 0.230+0.010
29 48.5614£0.957 29.347+0.728 >1000
2h 86.720+1.378 39.418+0.833 >100
2i 46.448+0.819 32.036+0.748 >1000
2j 78.691+1.039 44.114+0.965 >100

Asetazolamit 98.367+2.503 96.489+2.041 0.025+0.001

Tablo 5.2. Bilesikler 2a, 2c, 2e, 2f ve referans bilesik asetazolamidin 10 ve 10° M Konsantrasyonlarinda
CA L 11, IV, IX, X1l enzimine karsi % inhibisyon oranlar: ve ICsy degerleri.

CA % Inhibisyon

. ICso
Bilesikler
; (uM)
103 M 104 M 10° M 10% M 107 M 108 M 10° M
2a 93.624 90.491 84.779 78.274 67.169 41.335 27.628 0.052
+2.321 +1.564 +2.199 +1.212 +1.061 +0.941 +0.726 +0.002
2 92.846 89.175 82.365 79.109 47.921 36.625 20.647 0.174
+2.055 +2.422 +2.051 +1.057 +1.115 +0.890 +0.855 +0.007
2% 96.538 94.702 90.667 86.903 72.741 41.897 25.375 0.038
+1.802 +2.150 +1.736 +1.859 +1.628 +1.075 +0.913 +0.001
of 91.418 87.729 80.416 75.621 45.587 36.951 22.463 0.230
+2.735 +1.328 +1.207 +1.123 +0.986 +0.939 +0.788 +0.010
Asetazolamit 98.367 96.489 93.176 90.485 82.929 40.785 24.811 0.025
+2.503 +2.041 +1.762 +1.145 +1.811 +0.947 +0.820 +0.001
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5.5. Molekiiler Modelleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezi tamamlanan, CA enzimi tizerine inhibisyon aktivitesi en
yiiksek bulunan bilesik 2e’nin ilgili enzim aktif bolgeleriyle (CA-1, CA-11, CA-1X, CA-
XI1) olasi etkilesimlerini belirlemek i¢in CA-1 enzimine ait (PDB Kodu: 1AZM) [225],
CA-Il enzimine ait (PDB Kodu: 3HS4) [226], CA-IX enzimine ait (PDB Kodu: 7J02)
[227] ve CA-XII enzimine ait (PDB Kodu: 1JD0) [228] kristal yapilar1 tizerinde docking
calismalar1 gerceklestirilmistir. Calismalarda Glide 7.1 [229-231] programi ile
gerceklestirilen docking teknigi uygulanmis ve GlideScore SP ile en olasi pozlar
tretilmistir. Sekil 5.45.-5.52’de CA izoenzimleri ile yapilan ¢alisma neticesinde elde

edilen docking pozlar1 verilmistir.

Sekil 5.46.-5.46°da goriilebildigi gibi, bilesik 2e’de bulunan siilfonamid grubunun
azotu ¢inko metali ile ikili tuz kopriisii olusturmustur. Ayni azot grubu ile Thr199
aminoasidinin hidroksil grubu arasinda bir hidrojen bagi gozlenmektedir. Siilfonamid
grubunun siilfon grubu ise Thr199 aminoasidinin amin grubu ile bir hidrojen bagi
olusturmaktadir. Siilfon grubu ayni zamanda Trp209 aminoasidinin indol halkasi ile iki
tane aromatik hidrojen bagi olusturmaktadir. Bilesik 2e’nin 1,4-disiibstitiiebenzen halkas1

ile H1s94 aminoasidinin imidazol halkasi arasinda pi-pi etkilesimi gozlenmektedir.
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Sekil 5.47. Bilesik 2e 'nin CA-1 enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu gériiniimii (PDB 1D:
1AZM)
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Sekil 5.48. Bilesik 2e 'nin CA-1 enzim aktif bélgesiyle etkilegsiminin ii¢ boyutlu gértintimii (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler turuncu renkli, bilesik 2e ise yesil renkli gosterilmigtir).

Sekil 5.47.-5.48.°de bilesik 2e’nin CA-II izoenzimi ile etkilesimleri
sunulmaktadir. Sekillerden goriilebildigi gibi, bilesik 2e’de bulunan siilfonamid
grubunun azotu ¢inko metali ile ikili tuz kopriisii olusturmustur. Siilfonamid grubunun
stilfon grubu ise Thr199 aminoasidinin amin grubu ile bir hidrojen bag1 olusturmaktadir.
Stilfon grubu ayn1 zamanda Hid94 aminoasidinin imidazol halkasi ile aromatik hidrojen
bagt olusturmaktadir. Bilesik 2e’nin 1,4-dislibstitiiebenzen halkas1 ile His94
aminoasidinin imidazol halkas1 arasinda pi-pi etkilesimi gozlenmektedir. Karbonil grubu
ile GIn92 aminoasidinin amino grubu arasinda hidrojen bagi goriilmektedir. Son olarak
piperazin halkasinin kendi azotu Phel31 aminoasidinin fenil halkasi ile katyon-pi
etkilesimi olustururken, dimetilaminoetil kalintisinin azot atomu ise Asp72 aminoasidinin

hidroksil grubu ile tuz kopriisii olugturmustur.
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Sekil 5.49. Bilesik 2e ’nin CA-1l enzim aktif bolgesiyle etkilegsiminin iki boyutlu gériintimii (PDB ID:
3HS4)
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Sekil 5.50. Bilesik 2e 'nin CA-l enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin ti¢ boyutlu goriiniimii (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler turuncu mor, bilesik 2e ise yesil renkli gosterilmistir).

Sekil 5.4951.-50 bilesik 2e’nin CA-IX izoenzimi ile etkilesimleri sunulmaktadir.
Sekillerden goriilebildigi gibi, bilesik 2e’de bulunan siilfonamid grubunun azotu ¢inko
metali ile ikili tuz kopriisii olusturmustur. Siilfonamid grubunun azotu Thr199
aminoasidinin hidroksil grubu ile bir hidrojen bagi olusturmaktadir. Silfonamid
grubunun siilfon grubu ise Thr199 aminoasidinin amin grubu ile bir hidrojen bagi
olusturmaktadir. Siilfon grubu ayni zamanda Trp209 aminoasidinin indol halkasi ve
H1d94 aminoasidinin imidazol halkasi ile aromatik hidrojen bagi olusturmaktadir. Bilesik
2e’nin 1,4-distibstitiiebenzen halkasi ile Thr200 aminoasidinin hidroksil grubu arasinda
iki tane aromatik hidrojen bag1 gozlenmektedir. Karbonil grubu ile GIn92 aminoasidinin
amino grubu arasinda hidrojen bagi olusturmaktadir. Son olarak piperazin
dimetilaminoetil kalintisinin azot atomu ise Glul70 aminoasidinin hidroksil grubu ile tuz

kopriisii olusturmustur.
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Sekil 5.52. Bilesik 2e 'nin CA-1X enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu goriintimii (PDB ID:
7J02)
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Sekil 5.53. Bilesik 2e 'nin CA-1X enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin ti¢ boyutlu gériiniimii (Enzim aktif

bélgesindeki amino asitler turuncu sari, bilesik 2e ise yesil renkli gosterilmistir).

Sekil 5.51.-5.52.°de bilesik 2e’nin CA-XII izoenzimi ile etkilesimleri
sunulmaktadir. Sekillerden goriilebildigi gibi, bilesik 2e’de bulunan siilfonamid
grubunun azotu ve siilfon grubu ¢inko metali ile ikili tuz kopriisii olusturmustur.
Siilfonamid grubunun siilfon grubu ise Thr199 aminoasidinin amin grubu ile bir hidrojen
bagt olusturmaktadir. Bilesik 2e’nin 1,4-disiibstitliebenzen halkas1 ile Hid94
aminoasidinin imidazol halkas1 arasinda pi-pi etkilesimi gozlenmektedir. Son olarak
piperazin dimetilaminoetil kalintisinin azot atomu ise Ser132 aminoasidinin karbonil ile

hidrojen bag1 olusturmustur.
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Sekil 5.54. Bilesik 2e 'nin CA-XI| enzim aktif bolgesiyle etkilesiminin iki boyutlu goriiniimii (PDB 1D:
1JD0)
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Sekil 5.55. Bilesik 2e’nin CA-XII enzim aktif bolgesiyle etkilegsiminin ti¢c boyutlu gériiniimii (Enzim

aktif bolgesindeki amino asitler turuncu mavi, bilesik 2e ise yesil renkli gosterilmistir).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

CA enzimi alaninda yapilan aragtirmalar son yillarda olduk¢a dinamik ve
tiretkendir. Omurgalilarda bulunan a-CA izoformunun yani sira -, y-, -, -, -, 0- ve -
CA izoformlar1 izole edilmis ve karakterize edilmis ve saflastirilmistir. Bugiine kadar a-
CA izoformunun 16 farkli izozimi bulunmustur. Hem omurgalilarda hem de
omurgasizlarda genis organ ve doku dagilimi gostermektedir ve ¢esitli patolojik ve
fizyolojik siireglerde yer almaktadirlar. Glokom, obezite, osteoporoz, kanser, yiiksek
irtifa hastaligi, epilepsi, noropatik agri, uyku apnesi gibi hastaliklarda 6nemli rol
iistlenmektedirler. Bu nedenle CA enzimlerinin inhibisyonu ve aktivasyonu ile bir¢ok
patolojik durumun tedavisinde kullanilabilen umut verici yeni ilaclar kesfedilebilir.
Ornegin; mevcut ilaglara direngli P. falciparum, H. pylori, M. tuberculosis ve C.
albicans'in neden oldugu enfeksiyonlar igin ciddi bir tibbi sorun teskil etmektedir ve CA
inhibitorleri yeni etki mekanizmasi ile bu durumun istesinden gelebilir. CA
inhibitorlerinin  ¢esitli oftalmolojik ve anti-obezite uygulamalarinin yani sira
antikonviilsanlar olarak islev goren yeni tlirevler de bildirilmistir. Uzamsal 6grenme ve
hafiza iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle, CA aktivatérlerinin Alzheimer hastaligi gibi
hastaliklarm tedavisi igin yeni bir mekanizma saglayabilecegi bildirilmistir. izozim
selektif ilaglarin arastirilmasi da mevcut ilaglarin yan etkisinin azaltilmasinda 6nemlidir.
Yakin zamanda katalitik olarak Onemli olan CA izozimlerine karsi stilfonamid,
siilfamatlar ve siilfamitler ayrintili olarak arastirilmistir. CA inhibit6rlerinin 6nemli bir
kismu siilfonamid yapilidir.

Enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn*? iyonu siilfonamidler ile kompleks
olusturarak giiclii etkilesimde bulunurlar. Bu bilgilerden hareketle bu yiiksek lisans
tezinde sentezlenen bilesikler (2a-2j) CA enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. 2a,
2¢, 2e, 2f kodlu bilesikler CA enzimine kars1 yiiksek inhibitor aktivite géstermistir. En
yiiksek aktivite gosteren 2e kodlu bilesigin CA-1, CA-Il, CA-IX, CA-XII izozimleri ile
etkilesimi in silico docking ¢alismalari ile aydinlatilmistir.

Bu tez calismasi ile elde edilen veriler ile CA enzim inhibisyonu i¢in benzer
kimyasal yapili bilesiklerin tasarlanmasi, sentezlenmesi ve aktivitelerinin aragtirilmasi

amaclanmaktadir.
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