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OZET

Bu calisma iki asamadan olusmaktadir. ilk olarak, bazi makro halkali tiyocrown
eterlerin sentezleri gergeklestirilmistir. Daha sonra ise bu tiyocrown eterlerin, Arslan ve
grubunun sentezledigi sepharose-4B-tirozin-p-aminosulfonamid afinite kromotografi
kolonu kullanilarak insan kanindan saflastiritlan hCAI ve hCAIl enzimleri tizerindeki

etkileri aragtirilmistir.

Makrohalkali tiyocrown eterler, lic farkli giris maddesi (o-ftaloil dikloriir, p-
ftaloil dikloriir, m-ftaloil dikloriir) ile trietilenglikolditiyol ve dietilenglikolditiyol
bilesiklerinin uygun baz (piridin) esliginde azot atmosferinde esterlesme — halkakapama
reaksiyonu sonucunda sentezlenmistir. Elde edilen makrohalkali tiyocrown eterler
kolon kromatogrofisiyle saflastirilmis ve sentezlenen bilesiklerin  yapisal
karakterizasyonu erime noktas;, FT-IR ve 'H NMR yontemleri kullanilarak

aydmlatilmistir.

Sentezlenen  bilesikler  sirasiyla; 7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30 -
dodekahidrodibenzo [i,w] [1,4,15,18,7,12,21,26] tetraoksatetratiyosiklooktakosin -
5,16,21,32-tetron  (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8) (A1), 6,9,22,25-tetraoksa -
3,12,19,28-tetratiyotrisiklo [28.2.2.2'*!'"] heksatiyokonta-1(32),14,16,30,33,35-hekzan-
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2,13,18,29-tetron (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8) (A2), 6,9,23,26-tetraoksa-3,12,20,29-
tetratiyotrisiklo[29.3.1.1'*'*]heksatiyokonta-1(35),14(36),15,17,31,33-hekzan 2,13,
19.30-tetron  (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8)  (A3), 7.8,10,11,20,2123,24 -
oktahidrodibenzo [f,q] [1,12,4,9,15,20] dioksatetratiyosiklodokosin - 5,13,18,26-tetron
(1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6) (A4), 6,19-dioksa-3,9,16,22 — tetratiyotrisiklo
[22.2.22""%] tiyokonta - 1(26),11,13,24,27,29 — heksaen - 2,10,15,23-tetron (1-2 DB-
TT-TK-26-Crown-6) (A5) ve 6,20-dioksa-3,9,17,23 — tetratiyotrisiklo [23.3.1.1'""%]
tiyokonta-1(29),11(30),12,14,25,27 — heksan - 2,10,16,2 —tetron (1-3-DB-TT-TK-24-
Crown-6) (A6) bilesikleridir. Elde edilen bu bilesikler tamamen orijinal olup, hCAI

tizerinde inhibe edici, hCAII lizerinde ise aktive edici sonuglar elde edilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Tiyocrown Eter / Diagil tiirevleri / Esterlesme /

Halkalagma reaksiyonu / Karbonat dehidrataz / Karbonik anhidraz inhibitorleri
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THE SYNTHESIS OF MACRO CYCLIC THiO-CROWN ETHER AND
INVESTIGATION OF INHIBITIiON IMPACT ON CARBONIC ANHYDRASE
ENZYME

Adem ERGUN
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(MSc. Thesis / Supervisor: Asist. Prof. Dr. Baki CICEK)
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ABSTRACT

In the first step, some thiocrown ethers were synthesized and then the impacts of
these thiocrown ethers on CAI and CAII, which were purified from human blood by
using sepharose 4B-tirozin-sulfonamid affinity chromatography was synthesized by

Arslan and collogues, were investigated.

Thiocrown ethers were synthesized by using three starting components (o-
phthaloyl dichloride, p-phthaloyl dichloride, m-phthaloyl dichloride) 2,2-
(Ethylenedioxy)diethanethiol and 2-Mercaptoethyl ether) with convenient base pyridine
on nitrogen atmosphere with using cyclication reaction. The thiocrown ethers were
purified with column chromatography and the structural characterizations were

illuminated by using FT-IR ve 'H NMR.

The  synthetized  products are  7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30 -
dodekahidrodibenzo [i,w] [1,4,15,18,7,12,21,26] tetraoxatetrathiacyclooctacosine -
5,16,21,32-tetrone  (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8) (Al), 6,9,2225-tetraoxa -
3,12,19,28-tetrathiatricyclo [28.2.2.2'*!'"] hexatriaconta-1(32),14,16,30,33,35-heksaen-
2,13,18,29-tetrone (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8) (A2), 6,9,23,26-tetraoxa-3,12,20,29-
tetrathiatricyclo[29.3.1.1'*'*]hexatriaconta-1(35),14(36),15, 17, 31, 33- hexaene-
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2,13,19,30-tetrone  (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8) (A3), 7,8,10,11,20,21,23,24 -
octahydrodibenzo [fq] [1,12,4,9,15,20] dioxatetrathia-cyclodocosine - 5,13,18,26-
tetrone (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6) (A4), 6,19-dioxa-3,9,16,22 — tetrathiatricyclo
[22.2.2.2'*] triaconta - 1(26),11,13,24,27,29 — hexaene - 2,10,15,23-tetrone (1-2 DB-
TT-TK-26-Crown-6) (A5) and 6,20-dioxa-3,9,17.23 — tetrathiatricyclo [23.3.1.1"""]
triaconta-1(29),11(30),12,14,25,27 — hexaene - 2,10,16,2 —tetrone (1-3-DB-TT-TK-24-
Crown-6) (A6). These components are totally original and all have inhibition impact on

hCAI and activation impact on hCAII.

KEY WORDS: Thiocrown ether / Diacyl derivatives / Esterification /

Cyclication reaction / Carbonate dehydrase / Carbonic anhydrase Inhibitors
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1. GIRIS

1.1. TIYOCROWN ETERLER

Tiyocrown eterlerin tarihi 1886’ya dayanmaktadir. Mansfeld 1,4,7-
tritiyosiklononan’nim (9S3) sentezini yapmistir{1]. Bu zamana kadar, sikloheptanon ve
sikloheptilamin harig, alt1 atomdan daha fazla halkali hicbir molekiil bilinmiyordu. Ilk
tesebbiis olarak Mansfeld alti iiyeli halkadan daha genis yapili halka sentezini 1,2-
dibrometan ile sodyum siilfiirii reaksiyona girdirmek suretiyle 9S3 {iriiniinii izole etmeyi

basarmistir. Buna benzer bir metotla 1253’1 1,3-dibromopropan’dan sentezlemistir.

o

S /N Y ¢ g S S
D L
LY oGP

953 1233 1454 1856

Sekil 1.1. Tiyocrown eterlerden bazi 6rnek molekiiller

Ray, 9S3’in ilk serisini 1920 yilinda yayimnladi[2] ve 1,2-dibrometan ile

potasyum hidrojensiilfiiriin reaksiyonu sonucunda etanditiyoliin sentezini ger¢eklestirdi

3]

Bununla beraber aslinda tiyocrown eter tarihi 1934’lere dayanmaktadir. Meadow
ve Reid sadece siilflir heteroatomu iceren makro halka polieter bilesiklerini ilk izole
eden bilim adamlaridir[4]. Onlar sodyum etanditiyolat: 1,2-dibrometan ile reaksiyona

girdirerek farkli halka genisligine sahip halkali polieter igeren kompleks reaksiyon



karisimi elde etmislerdir. Bu karigimdan 1,4,7,10,13,16-hekzatiyasiklooktadekan (18S6)
elde etmislerdir.

Otuz yildan daha fazladir tiyocrown eterlerle ilgili yeni, dikkat ¢ekici ve onlarin
metal iyonlariyla olan 6zelliklerinin farkina varilmaya baslanmistir. 1969’da Rosen ve

Busch, 14S4°i sentezlediler ve bunun nikel(I) kompleksini hazirladilar[5].

Tiyocrown eterlerin makrohalkali formasyonunun karbonil grubu kapsadig
onceden biliniyordu[6-9]. Makrosilik eter-ester bilesiginin[10], eter-ester igeren genis
kapsamli polieter-diester bilesiginin[11-18], tiyoeter-ester[13,15,17,19] ve eter-
tiyolester[13,17] bileginin sentezi, Bradshaw, Izatt ve Christensen tarafindan dibazik asit
tuzu ve alfa, omega-dihalo bilesikleri veya dibazik asit kloriirleri ve alfa, omega-
dihidroksi bilesiklerinden herhangi birine baglanarak hazirlandi. Iki makrohalkal
polieter-monoester bilesikleri Matsushima[20] tarafindan normal verimlilikle raporlandi.
Edema ve ¢alisma arkadaslari[21] diketo-fonksiyonellesmis tiyocrown eterleri %38-57

verimle sentezledi.

Makrohalkal1 politiyoeterler veya tiyocrown eterler katalitik olarak, thietan (1)
[22,23], 3-metillthietan (2) [24] ve 3,3-dimetilthietan (3) [25] bilesiklerini kapsayan ve
thietanlar olarak bilinen gergin halkali tiyoeterlerden renyum ve tungsten karbonil
katalizorii  kullanilarak elde edilebilmektedir. Bu reaksiyonlarin esas iriini
tritiyosiklododekanlar: 12S3 (4), Me312S3 (5) ve Me612S3 (6)’ dir. Tiyocrown eterler
gecis metalleri i¢in ligand olarak davranmalarindan dolay ilgi ¢ekmistirler [26]. Kiral
fosfin ligand1 igeren metal komplekslerinin asimetrik indirgemeyle ¢ok miktarda
katalizleme gosterdigi belirlenmistir{27]. Bununla beraber tiyocrown ligandi igeren

metal komplekslerinden ayrilan katalizor 6rekleri ¢ok az miktarda olusmustur[28].
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Sekil 1.2. Bazi makrohalkali tiyocrown eterler

Makrohalkali bilesikler ¢ogunlukla faz transfer reaksiyonlari, biyometrik
caligsmalar ve metaller icin spesifik ve selektif kompleks ajani olarak kullanilirlar. Son
giinlerde makrohalkali iskeleti g¢evresi crown eter tiirevleri, eterik veya aniyonik
gruplarla sekillendirilmistir. Analitik ve ayirma metotlarinda, bunun yani sira biyolojik
membranlarda metal segiciligini ve komplekslesme stabilitesini artirmak amaciyla da

calismalar yapilmistir[29-35].

Tiyocrown eterlerle ilgili arastirmalar yetersizdi ve iyi iirlin i¢in sentetik bir yol
heniiz bilinmiyordu. 1969’da Black ve McLean, 18S6’nin sentezini gelismis olarak
gerceklestirmislerdir{36]. Black ve McLean, etanol’de high dilution (yliksek seyreltik)
sartlara bagsvurmuslardir. Bu sartlar altinda 18S6’y1 %31 verimle elde ettiklerini iddia
etmislerdir.  Bununla beraber ayni verim diger arastirmacilar tarafindan tekrar
gergeklestirilememis ve Cooper ve Ochrymowycz’in arastirma gruplart 18S6’y1 %8

verimden yukari ¢ikamayarak bagimsiz olarak sentezlemeyi bagarmislardir[37].

Oksijen igeren crown eterlerin 6zellikle katyonlarla koordine davranisi yogun
olarak ¢ozeltiden alkali metal iyonlarini izole etmek ve baglamak i¢in kullanilmistir [38,

39].



Azot ve kiikiirt dondr atomlar1 iceren halkali bilesikler ve bunlarin agir gegis
metallerine yiiksek afinite gostermesiyle birlikte bu bilesiklerin metal seciciligi, donor
atom ve halka boyutunu degistirerek kolayca akort edilebilir olmasi olduke¢a ilgi
cekicidir. O,N,S-dondr crown eterler ilging bir bilesik sinifi olusturur ki yumusak metal
katyonlan igin segici ekstraktant ve bazi enzimlerin aktivitesi i¢in bir model olarak
kullanilmistir{40-42]. Karisik dondr crown eterlerin gegerliligi sentetik zorluklardan
dolay1 sinirlidir ve ¢ok farkli yaklagimlar gelistirilmistir. Bu arastirmada karisik donor
crown eterlerin olusmasi igin yeni sentetik bir yol izlenmistir. Yapisinda O,N,S igeren
ligandlar organik polimerik reginelerde, bu ligandlarin immobilizasyonundan sonra,
gecis metal iyonlarinin segici ekstrakte ettiler. Bu segicilik ligantin makro halka boyutu
ile ahenk icinde oldugunu gosterdi[43,44]. Ek olarak, N-siibstitiie karisik dondr crown
eterlerin redoks kemosensorler veya anyon ve katyonlarin es zamanli bag yapmalari igin

host - guest (ev sahibi - konuk) biciminde uygulamalar1 bulunabilir[45-48].

Sadece oksijen atomu igeren crown eterler genellikle uygun dihalojeniir veya baz
varliginda (NaOH) ditosilat tiirevleri ile uygun diol reaksiyonu yoluyla elde
edilebilirler[38]. Bu tip halka kapama, polieter bilesikleri ile alkali metal iyonlarinin
gliclii templet etkisinden dolay1 basarili bir sekilde reaksiyon gergeklestirilmistir. Siilfiir
atomu igeren sentezlerde, bununla beraber bdyle bir templet etki olmadigmdan dolay1
daha az basarili olunmustur ki, bu durum siilfir atomlarinin oksijene gore alkali metal
iyonlarma kars1 daha diisiik bir afinite gdstermelerinden kaynaklanabilir. Bu yiizden 3-
tiyo-1,5-pentanditiyol ile 1,2-dikloroetan, NaOH varliginda ve EtOH i¢inde daha diisiik
(0,04%) halka triinii verir[49].

Son zamanlarda, tiyocrown eterlerin sentezi i¢in Buter ve Kellogg tarafindan
farkl1 bir metod gelistirilmistir (Sekil 1.3) [48]. Bu metod, reaksiyon zamaninin
uzatilmasiyla high dilution (yiiksek seyreltik) sartlar altinda, DMF i¢inde ditiyol ve
dihalojeniiriin halkalasmasini Cs,CO; varliginda gerceklestirir. Cs™ iyon formu tiyolatla
zay1f iyon ciftlerinden dolay: siilfiir atomunu oldukca niikleofilik ve daha reaktif yapar.

Bu metod kullanilarak 9S3 fiiriinii %50 oraninda sentezlenebilmektedir[49]. Benzer bir



sekilde ditiyol veya dihalojentiriin tiirevleri degistirilmek suretiyle oksatiyocrown eterler

ve siibstitiie makro halkalar sentezlenmistir[52-54].

s” "cs /_\
N DMF
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100 °C S
Cl %50
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Sekil 1.3. Buter ve Kellogg tarafindan sentezlenen tiyocrown eter

Azatiyocrown eterler igin alternatif sentetik prosediirler tosilathi ara iiriinlerden
kacinilmast gerektigi vurgulamaktadir. [15]aneNSy4 halkal: {irtin verimi oldukga diisiik
olmasina ragmen, Cs,COj; varliginda DMF i¢inde high dilution (yliksek seyreltik) sartlar
altinda 3,6-ditiya-1,8-oktanditiyol ve 1,5-dikloro-3-azapentandan direkt olarak
hazirlanmistir (Sekil 3(i)) [55]. [12]aneNSs;, [15]aneNS,s ve [18]aneNSs 1,5-dikloro-3-
azapentan ve uygun ditiyollerden %26 - % 39 verimle hazirland: (Sekil 1.4 3(ii)) [54].
Benzer sekilde, [12]aneNOS,; NaOMe varliginda MeOH i¢inde 3-oksa-1,5-pentanditiyol
ve 1,5-dibromo-3-azapentandan hazirlanmistir (Sekill.4(iii))[56].

N-alkilasyon olgusu ve yarismali polimerizasyon reaksiyonlar1 ditiyol ve
korunmamus bis(2-haloetil) aminin kullanilmasindan dolay1 baslica bir dezavantaj olarak
aciga cikar. Metal templet etkisi halka kapama reaksiyonlarmi kolaylastirmak igin
kullanilmistir.  Ornegin; [9]aneS; bilesigi 1,2-dibromoetan ve 3-tiya-1,5-pentanditiyol
arasindaki reaksiyonla Mo(CO); fragmenti kullanilarak iyi bir verimle hazirlanmistir.

Bu reaksiyon katalizor olarak molibdenyum kullanilarak da olarak yapilabilir[57].

Bu yiizden makrohalka sentezlerinde sentetik problemler, (I) Once koruyucu ve

koruyucusuz gruplar ve daha sonra halka kapama, (II) yan reaksiyonla sonu¢lanma ve



polimerik iiriinler, (IIT) yliksek seyreltik sartlar veya iki reaktifin dikkatlice ortama ilave
edilmesi seklinde sonuglanmaktadir. Tosil grubu ise makro halka sentezlerinde
koruyucu grup olarak yaygin bir sekilde kullanilir ve agir reaksiyon sartlarina karsi
yiiksek kararlilik saglar[59]. Tosil grubunun baslica dezavantaji ise karisik dondr crown

eterlerden uzaklastirilmasinin gligliigiidiir{60].

{\E/%
SH HS
E n
(i) E=S; n=2 {\ /3
(i) E=S; n=1,2,3 (i), (ii) veya (i) X

(iiiy E=S; n=1 (i) DMF/50°C/Cs,CO, S °
+ (ii) THF/refliiks/LiOH </H\>
(iii)MeOH/refliiks/NaOH N
Cl Cl

(i) E=S; n=2
NH (i) E=S; n=1,2,’
(iii) E=S; n=1
Sekil 1.4. Koruyucu kullanmaksizin sentezlenmis karisik-donor atom igeren crown
eterler

Koruyucu grup olmamasi durumunda zorluklarin istesinden gelmek icin
halkalagsma reaksiyonlarinda sekonder aminleri korumak igin t-butiloksikarbonil (t-boc)
grubu kullanilmasi tercih edilmistir. t-boc gruplarinin avantajlar1 sunlardir: (i) sekonder
aminlerle kolayca etkilesebilmektedirler, (ii) halkalasma reaksiyonu siiresince
uzaklastirilamazlar, (iii) t-boc grubu ile korunmus crown eterler kolon kromotografisiyle
kolayca saflastirilabilirler ve (iv) t-boc gruplart halkali yapiy: etkilemeksizin hafif asidik
sartlar altinda uzaklastirilirlar. ~ Siibstitie olmamis oksamonoazatiyocrown eterlerin

sentezi i¢in anahtar ana {irlin gibi N-boc-bis(2-kloroetil)amin kullanilmasi dnerilmistir.



ikinci olarak N,N —bis(kloroasetil)-diamino alkanlar ile ditiyollerin reaksiyonu sonucu

diazatiyocrown eterler sentezlenmistir.

Bu yolla halkalagsma reaksiyonu siiresince higbir yan {irlin meydana gelmez, azot
atomlar1 amit bagi tarafindan korunur ve boran-THF i¢inde 1liman indirgenme siibstitiie
olmamis diazatiyocrown eterleri meydana getirir. Son olarak hidroksit igeren tiyocrown

eterler ve N-aril-siibstitiie monoazatiyocrown eter sentezi rapor edilmistir.

1.1.1. Tiyocrown Eterlerin Sentezinde Sentetik Metotlar

A (1-tert-biitoksivinil)bis(2-kloroetil)Jamin) molekiilinin uygun ditiyolle
reaksiyonu, DMF i¢inde iyice karistirilmis Cs,CO;3; bazi varliginda gergeklestirilmistir.
Genellikle konsantrasyonlar 50 - 100 mmol/L ve sicaklik ise 65 - 100° C araligindadir.
Bu prosediir Buter ve Kellogg tarafindan gergeklestirilmistir[13]. Makro halka sentezler
[12]aneNS; (2), [12]aneNOS; (3), [15]aneNS, (4) ve [15]aneNO,S, (5) Sekil 1.5° de
omeklendirilmistir.  Benzer sekilde [16]aneNS; (6) A molekiili ve 3,7-ditia-1,9-
nonanditiyolden hazirlanmistir. Ham boc ile korunmus tirtinler 35-40% verimle kolon
kromotogromofisi tarafindan saflagdirilmis veya (boc-2, 55% verim) ile

kristallendirilerek saflastirilmistir.

Her bir durumda boc ile korunmamis molekiiller, boc ile korunmus crown eterler
TFA/CHxCl; karisimui ile kanstirtlarak uygulanmistir. Sonugta %90 verimle korunmamig

makro halka elde edilmistir.
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Sekil 1.5. 2345 oksamonoazatiyo crown eterlerin boc ile korunmus bis(2-

>

kloroetil)amin ile reaksiyonundan elde edilmis iiriinleri

N-merkezli 2 ajan igeren karisik donor makro halkalarin serileri, [12]aneN,S,
(7), [15]aneN,Ss (8) ,[15]aneN,OS; (9), [16]aneN,Ss (10) ve [19]aneN,S4 (11); N,N’-
bis(kloroasetil)-1,2-diaminoetan ve N,N’-bis(kloroasetil)l,3-diaminopropan kullanilarak
hazirlanmistir(Sekil 1.6). Halkalagma, ditiyol kullanilarak orta seyreltik sartlar altinda
DMF / Cs,COsvarliginda gergeklesmistir.

Makro halka diamit ara {iriinliniin CH,Cl, ile ekstraksiyonu, makro halkalagsmada
olusan asil iriinli, polimerik materyalden kolayca ayristirabilmeyi saglamistir.
[12]aneN;S, (7) bunun disindadir. 15 {yeli diamit halkalasma iirlinleri %60-70
oranindadir.  1,4-ditiyo-7,10diazasiklododekan-6,11-dionun {iriinii daha diisik ve

polimerik materyal olustugundan meydana gelmesi olduk¢a zor olmustur.
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(i) [12]aneN,S, (7)
(ii)[15]aneN,S; (8)
(iii)[15]aneN,0S, (9)
(iv) [16]aneN,S; (10)
(v) [19]aneN,S, (11)

Sekil 1.6. Syn-azot igeren makro halka sentezi

Doymus makro halkalar boran-THF ile diamidin indirgenmesi ile iyi verimde
elde edilmislerdir. [12]aneN2S2 (7) i¢in polimerik metaryellerden hicbir zorluk

meydana gelmemistir.

Reaksiyon siiresi indirgenme basamaginda 8-12 saat oldugunda ideal iiriinler elde
edilmis ve 20-40 saat oldugunda verimi daha diisiik tiriinler (%5-10) elde edilmislerdir.
Kolon kromotografisi analitik saf drnekleri elde etmek i¢in kullanilabilmesine ragmen,
cogu durumda saflastirllmaksizin kullanilmasi i¢in ham materyal uygundur. Ayrica
7,13-diaza-1,2-dioksa-10-tia-siklopentadekan-8,12-dion’un indirgenmesi rapor edilmis,

3,6-dioksa-1.8-oktandiaminden hazirlanmis ve ayni prosediir kullanilarak MeOH [59]



icinde tiyodiglikolik asidin dimetil esteri gosterilmistir. Indirgenme basamag etkili ve

makro halka [15]ane N,O,S (12)’yi %60 verimle meydana getirmistir.

Ayn1 metodoloji kullanilarak A ara {riini diger aza-tiyoeter makro halka
hazirlanmistir. Bu makro halkaler [20]aneS¢(OH), (i3) (Sekil 1.5), [13]aneS4(OH) (i4)
[32] ve [26]aneSg(OH), (i5) (Sekil 1.6) 1,3-dikloro-2-hidroksi propanin uygun
ditiyollerle reaksiyonu yoluyla hazirlanmistir. 20 iiyeli makro halkalarin hazirlanisi, i3,
ayrica [1+1]10 tiyeli makro halka kiigiik miktarlardadir ki bunun saflastiriimasi oldukca
zordur. 13 ve 26 iiyeli makro halka ayni reaksiyon karisimindan elde edilir ve kolon
kromatografisi tarafindan saflastirilir. Bu makro halkalar syn/anti karisimi elde edilirler
ve birbirinden ayrilmazlar, bununla beraber [20]aneS¢(OH), (i3) kristalleri X 1smlart

analizi ile aydinlatilmigtir.

OH HO

c c DMF 75°C

oo
o
\/

OH

Sekil 1.7. Hidroksil grubu igeren [20]aneS¢(OH),’ nin sentezi
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Sekil 1.8. Hidroksil grubu igeren [13]aneS4(OH) ve [26]aneSg(OH),’ nin sentezi

Makro halkalarda aza parcasma modifikasyonlar kolay olur ve bazi durumlarda
yiiksek verimle gergeklesir[52-54], dogrudan aril gruplart makro halkayla etkilesmeyi
tercih eder. N-merkezli makro halka ciftler cogunlukla problemlidir, hatta Pd katalizorlii

reaksiyonlar vasitasiyla oksacrown eter analoglarinda iyi verimler meydana getirir[62].

Pd katalizli yollarin N-aril-siibstitiie azatiyo crownlara katilmasmndaki bashca
sorun yliksek afinite olmasma yol acar ve bu durumda palladyum merkezli makro
halkalarin bag yapmasina neden olur. Bu nedenle katalizor etkisiz hale gelir. Bununla
beraber literatiirde aril-siibstitiie aza tiyo-eter makro halkalarin bazi ¢alisma sonuglari
onlarin hazirlanma yollar1 ve verimlerinde degisiklik gostermesine ragmen bilim

adamlan N-arilsiibstitiieleri kullanmaya egilim gdstermislerdir[34].
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Bu tip makro halkalarin ilging olan tarafi onlarin ¢ok potansiyel kullanigh
olmasindan kaynaklanir. Ornek olarak selektif metal sensorler, metal ekstraksiyon ve
molekiiler diiglimlerdir. Bu ¢aligmada aril-siibstitiie aza-tiyoeter makro halkalar1 ayrilan
grup olarak tosilatlart kullanilarak makul tirtinler olusturmak i¢in bir yol gelistirilmistir.
Genel halkalasma prosediirii yukarida verilmistir.  Bu metodoloji ayrica N-aril
stibstitlieleri ve tosilatlant Kellogg sartlar1 altinda kullanilmaktadir[50]. Kullanilan
sartlar altinda ayrilan grup olarak iyot gibi, tosilatlar, tiyolatlar i¢in reaktif olamamasina
ragmen buradaki makro halka reaksiyonlarinda memnun edici, iyi verimler elde

edilmistir.

Bu yiizden N,N-bis(2-hidroksietil)-4-nitroanilin ditosilath tiirevlerinin karigimi
THF/su karisimu tosil kloriirle dioliin reaksiyonundan iyi bir verimde hazirlanmistir ve
DMF iginde 3-tiyo-1,5-pentan-ditiyol 70°C’de DMF iginde Cs,CO; yavasca ilave
edilmistir(Sekil 1.9). Sonugta N-4-NO,Ph-[12]aneNS3; (N-4-nitrofenil-7-aza-1,4,10-
tritiyosiklododekan) (16) makro halka {iriinii kristallendirmek sureti ile %47 verimle
elde edilmistir. Cs,COs ilavesi reaksiyonlarin akici bir sekilde yer degistirmesi igin
gereklidir ve sicaklik 50-70°C de olmas1 gereklidir. Ciinkii baglangi¢ materyalleri veya
polimerik materyallerin geri alinmasindan kagmmak icin biiylik 6neme sahiptir. Benzer
sekilde N-4-NH,COPh-[12]aneNS; (N-4-benzaamido-7-azal,4,10-tritiyosiklododekan)

amit fonksiyonel grubunun amino grubuna indirgenmesi ile hazirlanmistir.

12
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Sekil 1.9. N-4-NO,Ph-[12]aneNS; (16) ve N-4-NH,COPh-[12]aneNS; (17)’ nin sentezi
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1.1.2. Tiyocrown Eterlerin Sentezi i¢in Genel Bir Yol
1.1.2.1. Sodyum / n-biitanol Metodu

Makro halkalarin sentezinde karsilagilan genel bir problem asiklik reaksiyonunun
halka kapanmasidir. Metodlar makro halka sistemlerin olusmasinda istenmeyen entropi
etkilerinden kaginmak igin gelistirilmek zorundaydi. Oksa-tiyocrown eterler Pedersen
ve Bradshaw tarafindan sentezlendikten sonra, Ochrymowycz ve ¢alisma arkadaslar
sadece siilflir heteroatom igeren tiyocrown eterlerin sentezi lizerinde sistematik olarak
calisan ilk kisilerdir[63,64,65] ve oda sicakliginda n-biitanol i¢inde dikloriirii ditiyoliin
disodyum tuzunun seyreltik ¢ozeltisine yavas yavas ekleyerek %13 verimle 18S6’y1

sentezleyebilmislerdir.

f s
HS/_\S/—\SH + CI/_\S/—\S /—\S /—\CI Na/n-BuOH [ sj

25°%

3 S S
ylksek seyreltik K/S\)

18S6

Sekil 1.10. Ochrymowycz tarafindan sentezlenen 18S6

Birkag¢ faktor bu reaksiyonun verimi ve iriin dagilimmi etkiler. Reaktantlarin
konsantrasyonlart halkali ve lineer iriinlerin oranini etkiler. Bu reaksiyonun ilk
basamaginda SN; tarzi reaksiyon gerceklesirken bir ara {iriin olugur. Bu ara tiriin, halkali
irin vererek intramolekiiler reaksiyon gerceklestirir veya lineer iiriin vererek
intermolekiiler reaksiyon da gerceklesir. Reaksiyon yiiksek seyreltik kosullar altinda

gergeklestirildigi zaman halka tiriinlerinin olusmasi yiiksek verimle olacaktir.
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Ayrica halka ve lineer iiriin orani ayrilan gruba gore etkilenir. Kloriir yerine
bromiir kullanildigt zaman daha ¢ok halka {iirlin olusmaktadir. Molekiiller arasi
reaksiyon (intermolekiiler), molekiil i¢i (intramolekiiler) reaksiyona gore daha fazla
tercih edilir. Bromiir, kloriirle karsilastirildiginda bromiir daha kolay ayrildigindan
dolay1 lineer ara liriin daha reaktif olmaktadir. Yiiksek seyreltik uygulandigi zaman
diger lineer bromiirle veya tiyolat molekiilii ile intermolekiiler carpisma yapmadan dnce
2.4’ Uin intramolekiiler reaksiyon sansi artirilmig olur. Bununla beraber bromiir yerine
kloriir kullanildig1 zaman daha genis halkalar ve polimerik materyallar olusacaktir. 2.2
bilesigi ve 2.4 ara {iriinii onlarin bromiir analoglarindan daha az reaktiftir. Bu reaksiyon
karisiminda 2.4 (X=Cl)’iin reaktivitesini azalttig1 i¢in nispeten uzun olacaktir. (X=CI)
bu reaksiyon karigimina sabit bir hizda ilave edildigi zaman bu reaksiyon karigiminda
her ikisinin konsantrasyonlar1 2.2 (X=CI) ve 2.4 (X=Cl) nispeten yiiksek olacak ve 2.6
(X=CI)’nin olusmas1 iizerinde bu iki bilesik arasinda intermolekiiler reaksiyon sansi

yiikselerek sonuglanacaktir.

//’_‘\\ TN //——“\\ 1856

/—\C' C'ﬂﬂ/z?sﬂﬂﬁ

2.1
/ halkalasma

A

X
9 X

Daha uzun o-w
ditiyolatlar

(1836)

Daha uzun o-kloro-w-
ditiyolatlar

36512
2.7

Daha genis tiyocrown eterler

Sekil 1.11. 2.1 ve 2.2’nin halkalagsmasinda yan ve ana {irtinler ( X = Cl, Br)
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Daha uzun lineer ara iirlinler zincirinin olugmasi tercih edilir, son olarak daha

genis halka tiyocrown eterlerin veya polimerik materyalin olusmasiyla sonuclanir.

1.1.2.2. Sezyum karbonat/ DMF metodu

1980°de Ochrymowycz’nin metodu ¢oziicli olarak dimetilformamit (DMF) ve
sodyum tiyolat yerine sezyum karbonat kullanilarak Buter ve Kellogg tarafindan
gelistirilmistir[50,66]. Bu metot DMF’de ¢oziinmiis dihalojeniir ve ditiyoliin esit
mollerdeki karisimi DMF’de ¢oziinmiis Cs,COj5’a yavas katilmasiyla meydana gelir[67].
DMF c¢oziiciisii icerisinde Cs;CO3 ditiyoliin protonlarint kopararak sezyum ditiyolat
olusur. Bu ditiyolat tiyocrown olusturmak i¢in dibromiir ile reaksiyona girer. Bu
metodla seyreltik kosullar altinda makro halka reaksiyonlar1 basarilabilir. Bu metotta
sezyum tuzlarmin kullanilmasi 6nemli bir rol oynadig1 géziikmektedir, nispeten yliksek

iiriin meydana gelmesi “sezyumun etkisi”ne dayandirilmaktadir.

Cs,CO3 / DMF metodu tiyocrown eter sentezinde genel bir yol olarak
uygulanabilir. Tiyocrown eterler ve karisik oksa-tiyocrown eterler yiliksek verimle
(genel olarak %70-90) sentezlendi. Bu metodla 18S6, %76 verimle, multi gram sikalaya
ulasilmistir[68].

1.1.2.3. Sezyum Etkisi

Zayif organik asitlerin sezyum tuzlart siibstitiisyon reaksiyonlarda c¢ok etkili
niikleofillerdir[69]. Onlar genellikle SN tipi reaksiyonlarda asir1 bir sekilde reaksiyon
verirler[70,129].

Intramolekiiler siibstitiisyon reaksiyonlarda yiiksek verimler sezyum karbonat ile
elde edilebilir. Farkli alkali metal karbonatlar makro halka reaksiyonlarda bir baz gibi
kullanildigr zaman {iriin LiCO; << NaCO; < K,CO; < Rb,CO; < CsCOj; seklinde
artar[50,68]. Bu etki genel olarak tiyolatli, alkalolatli, fenolatli, karboksilatli, tosilamitli
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ve  yiksek gergin  halkali  bilesiklerin  sentezinde, makro  halkalerde
goziikmektedir[50,66,68,71-74]. Bununla alakali reaksiyon kati alkali metal floriiriin
asirisinin hazirlanmasinda ditosilatlarla katekollerin halkalagsmasidir[75]. Floriir iyonu,
eter baginin olusmasimi saglayan iyi bir niikleofil meydana getirmek i¢in giiclii bir
bazdir. Ayrica katyon da halka kapamalarda 6nemli rol oynar. Halkalagma {iriiniin
verimi katyonun dogasina baglidir. Halkalagma tiriinti kullanilan alkali floriirlerde, KF <
RbF < CsF seklinde olmasiyla artar. LiF veya NaF uygulandigi zaman hicbir
halkalagma iiriinii elde edilmez. Sezyumun makro halka reaksiyonlarda neden bu kadar
yararl etkisi oldugu sorusu ortaya ¢ikar. Bu etki tam olarak anlagilmamis ve literatiirde
bu etkinin tartigmasi yer almaktadir. Sezyumun etkisine katkida bulunan birkag faktor

tartigilmistir.

SO U

o o} — @[O Oj + CsX * HF
s o

Sekil 1.12. Reinhoudt tarafindan CsF yardimiyla sentezlenen crown eter

Alkali metal iyonlar1 Williamson tipi halkali eter olusmasinda oksacrown
eterlerin olugsmasini kolaylastirir. Bu olagan dis1 etki ‘templet etkisi’ diye bilinir ve bu
etki crown eterin metal iyonu ile komplekslesmesinden kaynaklanir (Sekil 1.13). Makro
halka reaksiyonlarda crown eterin tekli baglarin etrafinda internal rotasyondan dolay1

konformasyonel entropi kayb1 Gibbs enerji aktivasyonuna biiyiik bir katki saglar[76].
Alkali  metal bromirler (LiBr harig) 0-HOCgH4(CH,CH;)sBr’nin

tetrametilamonyum tuzlart benzo-18-crown-6’y1 olusturmak i¢in halka kapanmasini

hizlandirir[77].

17



Br
&o/\ (\O/\
o :
MBr oL, ‘| e O O
— e Q) —— QX
(OCH,CHo)sBr o 0

(b o J

O_-_

Sekil 1.13. Templet Etki

Crown eter bosluguna tam olarak uyan bir metal iyonu oldugu zaman halka
kapanma hiz1 maksimum olur. Benzo-18-oksocrown-6 i¢in halka kapanma hizi1 Na™ <
Cs" < Rb' < K seklinde artar, oysa Benzo-21-oksocrown-7 daha genis crown eter halka

kapanma hizi Na'< K" <Rb'<Cs" seklinde artar[78].

1.1.3. Tiyo (bisklorometan) kullanarak —SCH,SCH,S- iceren Makro Halka

ve Mezohalkah Tiyocrown Eter Sentezi

Makro halka tiyocrown eterler, oksijen ile birlikte oldugu analoglar 20 yil
boyunca siilfiiriin oksijen igeren molekiillerle uyumlu olarak 6zellikle de Hg, Ag, Cd ve
Pb gibi agir metallerle uygun bir kompleks yapmasindan dolay1 ilgi ¢ekici bir konu
olmustur[78-81]. Metal komplekslerin biiyiik yapil1 tiirleri bdyle koordine bilesikleri ve
sentezlerini incelemek igin ¢esitli bilim adamlarini bu konu tizerinde ¢alismaya tesvik
etmistir. Bu sistemlerin hazirlanmasi i¢in laboratuarda gelistirilen strateji o,m-sezyum
ditiyolatin bifonksiyonel dihalajeniir ile niikleofilik halkalasmasidir[50,52,67,82]. Bu,
halka bilesiklerinin genel sentezi i¢in bir yol olarak onerilmistir (Sekil 1.14). Makro
halka sentezinin basinda, siilfir diiglim tarafi etilenik veya propilenik kopriiler

tarafindan ayrilir.
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Sekil 1.14.  Tiyocrown eterlerin halkalasma reaksiyonun genel gosterimi

Siilfiir atomlarinin i¢-dis diizenlenmesiyle halka yapisini olusturur. Tiyocrown
eterlerin etkilerini gosteren bir calismayla alakali olarak —SCH,S- fragmenti igeren
bilesikler hazirlamak i¢in metodlara ihtiya¢ duyulmustu. Bir karbon kopriilii sentezler
biliniyordu[83-89]. Bunlar genellikle siilfiir atomunun biitiin cis konformasyonu makro
halka ile alakali olarak halka sistemi tizerinde bazi sertlik yiikliiyordu. 1,3,5-tritiyon ve
1,3-ditiyon gibi sistemler harig siilfiir fragmentleri igeren hicbir sistematik ve etkili genel
bir sentez stratejisi gelistirilmemisti. CICH,SCH,Cl genis bir skala rotasi onceden
gelistirilen  sezyum  tuzu metodu i¢inde bunun  yapilabilecegi  ortaya

koyuldu[50,52,67,82].

-CH,SCH;- birimlerinin makro halka birlesmesi sentetik bir problemdir. Sekil
1.15°de gosterilen yaklasim, XCH,SCH,CX {izerinde niikleofilik siibstitiisyonu
cagnistirtr.  Bu birimin oksidasyonu diger siilfiir oksidasyonun tehlikesiz siilfon ve
siilfoksidin ana girisinde izin vermeliydi. Bu calismada tritiyonin halka {izerinde
yartlmasinin ¢inkobromiiriin katalitik etkisine dayali olan CICH,SCH,Cl1’ni gelistirilmis
ve uygun, sert tiyoketal fragmentleri iceren yeni tiyocrownlarin yeni serilerinin

hazirlanmasinda kullanilan yontemleri tanimlanmustir.

Cesitli sentezler tanimlanmasina ragmen istenilen sekilde ve memnun edici bir
etki meydana getirmemistir[84-87]. Sekil 1.15’deki mevcut yakalasimlarin tamami
dimetilstilfiriin ¢esitli klor ajanlariyla sentez yapilmasidir. Bu metotlarin bariz bir
dezavantaji klorlama reaksiyonu siiresince selektivite eksikligi ve c¢esitli dereceli

klorlanmus {irtinleri pargalara ayirmanin zorlugudur.

19



SOCl, CICH,SCH,CI + CI,CHSCHCI, + CIxCH3-xSClI

Me,S - ClyCHa.m SCH3-n Cl +  ClyyCHg.mSCHa.mClin

CliCHa.mSCH3.,Cly +  CliyCHymSCHa.mClin

Sekil 1.15.  Dimetilsiilfiiriin klorlanma tirinleri

Daha iyi sonuglar, bununla beraber tritiyoformaldehidin; tiyonil kloriirle ve
stilfiir mono-di kloriirle Sekil 1.16°deki gibi daha yiiksek iiriin vermek i¢in reaksiyonu
gergeklesebilir.  Ancak daha iyi verim SOCI, i¢in bir oncekinde gozlendi ve SOCI,
metodlar ana fraksiyonun %50’sinden fazla olusan monoklor materyallerle birlikte izole

edilenden daha yiiksek klorlu tiriinlerin tekrar tiretilemez olarak kalmasidir.

CCly gibi ¢oziciiler i¢inde uygulandigi zaman reaksiyon friinii (%90) ve
selektiviteyi gelistiren aliiminyum kloriir veya ¢inko bromiir gibi Lewis asidinin %]
katalitik miktarmi1 gozlemlenmistir.  Cinkobromiiriin halojen karigimlarida sonug
vermemistir. Bu calismada lewis asidinin tiyonil kloriirden klor tastyicisi gibi rol

oynadigindan siiphelenilmektedir.

50Cl, CICH,SCH,CI +  CLCHSCHCL  +  CIKCHz--¥SCl
/ B
P
33 50,Cl,
ks) , Cly CHa SCH3M Gl +  ClyCHa.y SCHag Gl
Ch

A,

Cly CHamSCH3.nCl +  ClyCHam S CHau Gl

Sekil 1.16. Tritiyon’in klorlanma tiriinleri
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Bu gelismis reaksiyon degerli olabilir, ¢linkii 500 gr’dan daha fazla genis skalada
uygulanir. Tiyobis reaksiyonu (klorometan),B, a,w-sezyum ditiyolatla birlikte (Sekil
1.17) heteroatomlar arasinda metilenik ara halkalar igeren yeni bir ¢ok tiyocrown
eterlerin hazirlanmasi igin iyi bir yontem olmustur (Sekil 1.15). Bu g¢alismada 1,3,5-
tritiyon ve 1,3-ditiyon igerisinde siilfir baglarinin cis seklinde diizenlendigini

gozlemlenmistir.

S
SH cl
DMF
+ S > S
> C$2C03 >
SH Cl
S .

Sekil 1.17. Halkalasma reaksiyonuna bir 6rnek

Sekil 1.18’deki 3. ve 6. bilesikler i¢in benzer etkilerin tahmin edilmesine ragmen
X-ray yapisini elde etmek heniiz miimkiin olmamistir. Eger siilfiirler makrohalkanim bir
yiiziine yerlestirilirse koordine metal iyon egilimi artar. Boyle etkiler 12S3 ve 9S3 i¢in
bulunur. Biri kendilerini diizenlemek icin iki karbon kopriileri tarafindan ayrilmis
siilfiirlerin egilimi miisahede edildi. Sentezlenen bilesiklerin fiziksel ozellikleri —
SCH,S- fragmenti tarafindan sarf edilmis daha yiiksek sertligini iyi yansitabilir. 1,3,5-
tritiyonin diisiik ¢ozeltisi ve kloroform, metilen kloriir ve etanol gibi ¢oziiciilerde 1,3-
ditiyon daha kiiciik bunu onerir, halbuki 1,4-ditiyoninin homologlar1 biitiin organik

¢oziiciilerde ¢oziilebilir.

Bu gozlemlerde, Sekil 1.18’deki 4 ve 6 yaygin organik ¢dziiciilerde yetersiz
¢oziiniir, dahasi 4 bilesigi 150°C iizerinde erimeden bozunur. 3 ve 5 gibi daha genis
halka sistemleri 1,4-ditiyon gibi etileniklere benzer bilesikler kolon kromotografisi
tarafindan saflastirilmasina izin veren metilen kloriir ve toluende ¢oziilebilmektedir. 4

ve 6 organik ¢oziiciilerde diisiik ¢oniiniirliiklerinden dolayi saflastirilmasi zordur.
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Sekil 1.18. Bazi tiyocrown eter bilesikleri

Ozetle bu calismada heteroatomlar arasinda metilenik ara halkalar iceren
tiyocrown eterlerin hazirlanmasi tanimlanmistir. Bu siilfiir iceren ligand kimyasinda ve
onlarin metal iyonlara kars1 davranisini ortaya koyan bir yeni arastirma konusu meydana

getirmistir[90].

1.1.4. Diagilkloriir ve Tiyol Bilesiklerinin Piridin Varh@indaki Reaksiyonu
(Esterlesme)

1.1.4.1. 3,4 Dihidro-2,5-benzoditiyosine-1,6-diyon Eldesi

1,2 benzendikarbonil kloriir (0.29 mL, 2 mmol), piridin (0.32 mL, 4mmol) ve 1,2
etanditiyol (0.33 mL, 2mmol) karisim1 refluks altinda 2 saat 1sitildi, bu esnada hig iiriin
gosterimi olmadi. Karisima 10 mL kloroform eklendi ve isitma 22 saat devam etti.
TLC, baslangig maddesinin (Rf = 0.83) tamamen gozden kayboldugunu ve
triiniin(Rf=0.88) bulundugunu gosterdi. 33 mL su eklendi ve organik kisim ayrildi,
CaCl, ile kurutuldu, kuru ortamda konsantre edildi. Kat1 beyaz kristal (0.38 g, %85)

vermek lizere CH,Cl, ile rekristalize edildi[91].
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Sekil 1.19. Piridin baziyla esterlesme - halka kapama reaksiyonu

1.1.5. Tiyocrowneter Sentezlerinde Templet Etki

Oksijen iceren crown eterler a-alkoksi-w-halojeniirlerin halka kapama
reaksiyonlar1 metal iyonlarla kolayca gerceklestirilirf92]. Metal iyon, etrafinda reaktant
ortiden dolayr halka kapama c¢evresinde onun gevsek olmasmi saglar.
Konformasyondaki bu sonuglar intramolekiiler siibstitiisyonun kolayca gerceklesmesine
olanak saglar. Bu olagan dis1 etki templet etki olarak bilinmektedir[93]. Oksijen igeren
crown eter sentezinden ¢ok daha az yaygin olmasina ragmen, tiyocrown sentezindeki

templet etki ayrica bilinmektedir.

1970°de nikel bisdithienin norbornadienle ve o-oksilen dibromiir ile gergeklesen
iki basamakli halkalasma reaksiyonu Schrauzer ve ¢alisma arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir[94]. Bununla beraber higbir iiriin bu reaksiyon i¢in rapor edilmemistir.
1984°de Selmann ve Zapf 1,4,7-tritiyosiklononanin sentezindeki templet etkiyi rapor
etmislerdir[56]. Bu mezohalkali tiyocrown eter 1,2-dibromoetanin kompleks 1,4,7-
tritiyononan ve [Mo(CO)3;(CH3CN);] ile reaksiyonu tarafindan %60 verimle iiriin

meydana getirmislerdir.

Bu Mo-templet etki [1+1] formunun olusmasmna sebep olmustur. Bu metot
kullanilmak suretiyle birkac siibstitiie 9S3 tiirevleri sentezlenmistir[95]. Birkag yil
gectikten sonra Selmann ve Frank, Fe(Il) templet etki ile halkalasma reaksiyonlarini
yaymmladilar.  Bu reaksiyon 1,2-dimerkaptobenzen ve bis(beta-bromo-etil)siilfiir
arasinda meydana gelen [2+2] seklinde sonuclanmustir[96]. ilk basamakta 1,2-

dimerkaptobenzenin FeCl,.4H,O ve CO ile reaksiyonunu meydana getirmislerdir ve
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sonu¢ olarak Sekil 1.20’deki A molekiiliinii kararli bir kati olarak elde etmeyi
basarmiglardir[97]. Sekil 1.20°deki B molekiilii izole edildi ve daha sonra diger esdeger
miktarda bis(beta-bromo-etil)siilfiirle alkillendi. Hidrolizden sonra C molekiilii %35
verimle elde edilmistir. Bu yontemle Sekil 1.20°deki C molekiilii sadece iki basamakta
makul bir sekilde meydana gelmistir. Bu [2+2] siklo katilmanin ek olarak avantaji ara
iriin olan Sekil 1.20°deki B molekiilii izole edilebilir. Boylece iki farkli dibromiir

fragmentleri tiyocrown eter halkada [2+1+1] olmasint miimkiin kilmistir.

S S
S Br  Br ° F\e/
1) Na/ MeCH s..co 5 Vs L:\ S
T ~F
2) FeClp4H,0 o /e\CO THF. reflux S
SH  3)co s °
A B
1) (\S/\
Br Br

THF. reflux

&0
. . 2) HCl/ THF, reflux

L 0

s )

C
Sekil 1.20.  1,2-dimerkaptobenzen’in reaksiyonundan elde edilen dibenzo-18-

tiyocrown-6

Bu tip templet etki igeren sentezlerde metalin dogasi {iriniin meydana
gelmesinde onemli rol oynar. Sekil 1.20°deki B molekiiliiniin rutenyum analoglar
bis(beta-bromoetil)-siilfiirle bir 9 {iyeli Ru-kompleks halka tritiyobenzo[9]crown-3 (Bzo-
9S3, reaksiyon verdigi zaman 18 iiyeli [2+2] homolog yerine [1+1] elde edilmistir[19].

Fe ve Ru kompleksleri arasindaki reaktivite farkinin nedeni tam olarak anlagilamamustir.
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Templet etkiler [2+2] tarzi tiyocrown eter sentezinde etkili arag¢ olabilirler.
Bununla beraber genel olarak hicbir templet sentezlerin uygulanabilirligi seci¢i olarak

[2+2] halkalagsma bilinmemektedir.
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1.2. KARBONIK ANHIiDRAZ ENZIiMi

1.2.1. Fizyolojik Onemi

Karbonik Anhidraz (CA) enzimi genel olarak metabolik CO, transportu islevinin
yani sira, bircok dokuda H™ ve HCO; iyonlarinm birikiminde de &nemli rol
oynamaktadir. Bu dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza ve g6z lensi sayilabilir. Bu
dokularin disinda histokimyasal yontemlerle tiikiiriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin
kilifi, pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA enzimine rastlanmis ve
bunlarin bazilart saflastirilarak biyokimyasal oOzellikleri incelenmistir. ~ Baliklarin
solungag¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk

yapiminda ve alglerde enzimin degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir [98-101].

Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloroplastlari vasitasiyla, giin 15181 varliginda
fotosentez yapabilmek i¢cin atmosferden CO, kullanilir. Gaz halindeki CO2, bitkinin
yapraklarinda HCOs iyonlart halinde tasinir. Hem kara hem de su bitkilerindeki CA

enzimi, HCOj iyonlarinin tekrar CO;’e donilismesini saglar [102].

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile son derece 6nemli bir fizyolojik fonksiyonu
yerine getirdigi goriilmektedir. Ayrica bazi ester baglarini par¢alamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu da katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde kullanimini
giindeme getirmistir. Bu nedenle, CA enziminin saflastinlmasinda daha etkili ve

ekonomik yontemlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun ¢alismalar yapilmaktadir [103].
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1.2.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Insanlari da icine alan yiiksek yapili omurgalilarin ¢cok farkli doku ve hiicrelerine
yerlesmis 14 farkli CA izoenzimi tespit edilmis ve bagl oldugu proteinlere gore
belirlenmistir. Bu dokularin ¢ogundan CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar
belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu yolla ¢esitli doku ve organlarda elektrolit salgilanmasi,
COs ve pH dengesinin saglanmasi, akciger ve dokular arasindaki CO, /HCOj transportu
gibi fizyolojik olaylarda rol almalarinin yani sira, patolojik ve fizyolojik islem ve
olaylarda da rol aldiklart agiklanmistir [52-53]. Temel olarak bu izoenzimler, sitozolik
formda (CA-LLCA-II,CA-VII) ve membrana bagli (CA-IV), (CA-XII), (CA-XIV) olarak
bulunmustur. CA-VI bir salgi enzimi ve CA-V izoenziminin ise bir mitokondrial enzim

oldugu tespit edilmistir [98,101,106,107].

Eritrosit CA’ sinin en dnemli fonksiyonu, doku kilcallarinda metabolizma tiriinii
olan CO,, H,COs; a akciger pulmoner kapilerde ise H,CO3’m CO,’e¢ doniismesi
reaksiyonunu katalizleyip, solunum olayinda yer almasidir. Bobrek tiibiillerinde ise ayni
reaksiyonlarla Na" ve H,O geri emilimini saglamak igin ya CO, transferini ya da H"
iyonu birikimini saglar. Bu doniisiim reaksiyonlar1, omurgalilarin kan ve hiicreler arasi
stvilardaki en dnemli tampon sisteminin HCOj;™ tampon sistemi olmasi nedeniyle ¢ok

onemlidir [102,107,109].

CA-III izoenzimi, iskelet kaslarinda olusan laktik asit/laklat dengesinde, pH
degerini ayarlamak gibi ¢ok énemli bir géreve sahiptir. CA-V izoenzimi bazi dokularin
mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak bulunur. Karbamoilfosfat sentetaz-I ve
piruvat karboksilaz enzimlerine sirali olarak bikarbonat iyonu saglanmasindan dolayi,
glukoneogenez ve urogenezde rol oynadigir ongoriilmektedir. Bu izoenzimin ayrica

lipogenaz olayinda da etkili oldugu belirtilmistir [110].
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Cizelge 1.1. Karbonik anhidraz izoenzimleri [113]

[ZOENZIM KATALIK AKTIVITE BULUNDUGU
BOLGE

CAI Diisiik Sitozol

CAI1l Yiiksek Sitozol

CA 1l Cok diisiik Sitozol

CAIV Yiiksek Membrana bagh

CAV Orta yiiksek Mitokondri

CA VI Orta Tiikriikte gizli

CA VIl Yiiksek Sitozol

CA-RP VIII Akatalitik Muhtemelen sitozolik

CAIX Yiiksek Membrana bagh

CA-RP X Akatalitik Bilinmiyor

CA-RP XI Akatalitik Membrana baglh

CAXII Diisiik Membrana baglh

CA XIII Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor

CA X1V Diisiik Membrana baglh

1.2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Hastahklar ile iliskisi

CA enzimi proton ve bikarbonat iyonlarini iiretip, pH degerinin diizenlenmesinde
ve viicudumuzun farkli bolgelerindeki akiskan dengesinin kurulmasinda anahtar rol
oynar. Midemiz asit salgilanmasinda rol alirken, ayn1 enzim pankreatik alkalin 6zsuyu
ve dogal tiikiiriigiin iiretilmesine yardimci olur. Bobrek ve gozlerde iiretilen bikarbonat
iyonlar1 ve protonlarin taginmasi, bu bolgelerdeki hiicrelerin su igerigini etkiler.
yizden CA izoenzimleri kendi spesifik bolgelerinde farkli fonksiyonlar gosterir ve

yokluklart ve inaktiflik durumlari, midedeki asit liretiminin azalmasmdan bobreklerin

kaybina kadar uzanan hastalik durumlar olusturabilir[100,103,109,114].
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hCA-II izoenzimi ile ilgili olarak, CA-II eksikligi sendromu belirlenmistir.
Bunun da kemiklerin kireglenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde kire¢lenme ile ilgili
oldugu gosterilmistir. Bu da hCA-II izoenziminin kemik dokusu, bobrek ve beyin

organlari i¢in ne derece dnemli oldugunu ortaya koymaktadir [105,106,116,117].

Kanser, hiicre degisiminin ve ¢ogalmasmin kontrolden ¢ikmasi ile gelisen bir
hastaliktir. Cogu kanser hiicre tipleri kitlelere neden olur ve buna timoér ismi verilir.
CA-IX ve CA-XII izoenzimleri timorli hiicrelerde aktivitelerini gosteren buna bagh

olarak da kanserlerle iliskili olan izoenzimler olarak tespit edilmislerdir [118,119].

1.2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

CA, CO; molekiiliiniin hidratasyonunun yani sira, siyanatin karbamik asite ve
siyanamide, aldehitin geminal diola hidratasyonu reaksiyonlarini da katalizlemektedir.
Karboksilik asit, siilfonik asit ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de enzim
tarafindan katalizlenmektedir. ~ Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi disinda,
asagidaki tablodan da goriildigi tlizere elektrofilik bir merkeze niikleofilik ataklar
iceren aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, piruvik asit, siilfonik asit ve
fosforik asit esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 da katalizledigi bilinmektedir.
Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu o&zelligi ile, organizmada

fizyolojik bir rolii olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir [120-122].
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Cizelge 1.2. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar [113]
(1) O=C=0+ —* HCO:-H"
‘—
(2) 0=C=H:0 ——* H:NCOOH
.‘—
(3) HN=C=NH+H;0 ——» H:NCOOH;
.‘—
(4) RCHO+H,0 —* RCH(OH),
.‘—
(5) RCOOAr H:O —* RCOOH+ArOH
.‘—
(6) RSO;Ar+H20— RSO H+ArOH
.‘—
(7) ArOPO+H ™~ +H.0 ——* HPO - ArOH
B —
(8) ArF+H;0 —* HF+ArOHi{Ar=2,4 Dinitrofenil)
D E——
(9) PhCH,OCOCIHH:O0 —— 3 PhCH;OH+CO;+HCI
—
(10) | RSO:CI+H.0 —* RSO:H+HCI (R=Metil fenil)
.‘—

2.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Yillarca CA enziminin Kkatalitik mekanizmasin1i aydmlatmayr amaglayan

caligsmalar yapilmistir.

Bu calismalardan elde edilen sonuglara gore, CA enziminin

metabolizmada son derece onemli gorevleri olmasi, uygun sartlar altinda aktivitesini

kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi ve ¢ozelti ortaminda kararli olmasi gibi avantajl

6zelliklere sahip oldugu anlasilmustir. Aktif bolgesinde Zn™ iyonu ve ona bagli bir

hidroksil grubu ihtiva etmektedir. Aktif bolgenin yanindaki amino asitler, proton verici

ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmistir.

CA enziminin reaksiyonlar1 katalizinde Zn ° iyonunun biiyilk Onemi vardir.

Yapilan X-Ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H,O veya OH iyonu ve ug

histidin rezidiisii (His-94, His-96, His-119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki

15 A® derinligindeki bir yarigm tabaninda oldugunu gostermektedir [123].

30




&

= Hils L1sr
S s Ba
Gin B2

Sekil 1.21. CA Enziminin Aktif Bolgesi ( Biiyiik kiire Zn™ iyonunu, etrafindaki kiigiik

kiireler de kristal yapida immobilize olmus su molekiillerini belirtmektedir) [123].

Zn" bagli H,O, Glu-106 rezidiisiiniin karboksilat grubuna sirayla koprii olusturan
Thr-109 rezidiisiiniin  hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu
tutunmaktadir. Bu etkilesimler, Zn" bagli H,O molekiiliiniin niikleofilitesini arttirmakta
ve molekiil niikleofilik atak i¢in uygun bir yerdeki CO, molekiiline dogru hareket
etmektedir [46-50].
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Sekil 1.22. CA enziminin CO; hidratasyon reaksiyonunu katalizledigi mekanizma [102]

Aktif bolgedeki Zn™ iyonuna, hidroksil grubunun baglanmasiyla, enzimin aktif
durumda bulunan bir formu meydana gelir. Enzimin aktif formu, giiclii niikleofilik
yapistyla CO, molekiiline saldirir. Bu reaksiyon sonucunda Zn™* iyonuna bagl
durumda HCOs™ iyonu olusur. Daha sonra, HCOs™ iyonu bir su molekiiliiyle yer
degistirir ve ¢ozeltiye geger. Bunun sonucunda, Zn™ iyonuna H,0 molekiilii baglanir ve

bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar ( Sekil 1.22) [122,125].
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1.2.6. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yontemleri
1.2.6.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi
CA enziminin hidrataz aktivitesi, enzimin CO, molekiiliiniin hidrasyonundan,

HCOj; iyonunun dehidratasyonundan ve bazi esterlerin hidrolizinden sorumlu olma

ozelliginden yararlanilarak belirlenmektedir.

_+H+

H

CcO HCO

CcO, +H,0

2773 3

Yukaridaki reaksiyonda da gorildiigii tizere, ortamda ilk olarak CO, gazi1 agiga
¢ikmakta veya harcamakta, diger taraftan da H' konsantrasyonu artmakta veya
azalmaktadir. Ik durum kantitatif olarak mamomerik yontemlerle tespit edilebilse de
reaksiyon pH’smin degisken olmasi, CO,’in suda smirlt ¢ézliinmesi gibi nedenlerden

dolay1 bu yontem gegerli olmamaktadir.

Ortamdaki H™ konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’sini
etkileyeceginden, enzim aktivitesi indikatorle belirlenebilir.  Enzim saflastirma
basamaklarinda aktivite dl¢cimleri genellikle Wilbur-Anderson yontemi ile yapilir. Bu
yonteme gore pH degerinin 8.2’den 6.3’¢ diisiisii i¢in gegen siire, brom-timol mavisi
indikatoru yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi, enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (t,)
ile enzimli reaksiyon siireleri (tc)arasindaki farkin (t))’ye boliinmesiyle elde

edilmektedir. Buna gore;
Enzim Aktivitesi =[(t,)-(tc)]/(tc)

Spesifik aktivite=[ 10( t, — tc)(t.)]/mg Protein

formiillerinden hesaplanabilir[74].
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1.2.6.2. Esteraz AKktivitesi

Kinetik ¢aligmalarda CA aktivitesi Ol¢timleri bu yontemle belirlenmektedir. Bu
yontemde CA enzimi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-nitrofenol ve p-
nitrofenolata hidroliz eder ve bu da 348 nm dalga boyunda absorpsiyon gostermektedir.

Reaksiyon denklemi asagidaki gibidir.

0

I . RO cA O,N— OH * CH;COOH
OaN— DOCCH; z =

348 nm dalga boyu p-nitrofenol ve p-nitrofenolatin ayni absorbansi verdigi
noktadir (izobestlik). Asidik 6zellik gosteren fenol gruplari ortamin pH degerine gore
degisen oranda fenolat ve H' iyonlarina ayrisir. 348 nm dalga boyunda p-nitrofenol ve
p-nitrofenolat iyonunun absorbanslari ayni anda okunabildigi i¢in, bu durum absorbans
6l¢iimlerini etkilemez. p-nitrofenolun molar ekstriksiyon katsayisi, €345= 5.4 x 10° M
cm’ dir. Bu dalga boyunda ,-nitrofenil asetatin molar ekstriksiyon katsayis1, €345= 0,4 x

10° M em™ ve ¢ok az bir absorpsiyon vardir [102].

1.2.7. Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromatografisi ile

Saflastirilmasi

CA enziminin saflastinlmast i¢in en ¢ok wuygulanan yontem afinite
kromatografisidir. Bu yontemle hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta yiliksek
verimle saflastirilarak elde edilmektedir [127]. CA enziminin afinite kromatografisi ilk
defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslan tarafindan gergeklestirilmistir. Bu teknige
yonelik ¢alismalar 1974 yilinda Whitney, 1975 yilinda Wistrand ve arkadaslari, ayn1 yil
Osbome ve Tashian, 1976 yilinda Chanpagnol ve ayni yili takiben Johensen, 1977
yilinda Khalifah ve arkadaslari, 1980 yilinda Wistrand ve ayni yilda Keha'nin
aragtirmalarini takiben 1987 yilinda Kaul ve Mattiasson, 1995 yilinda Arslan ve

arkadaglari, 2000 yilinda ise Demir ve arkadaslarinin arastirmalari ile devam etmistir
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[103,122,127].  Chanpagnol disinda diger arastirmacilar ligand olarak benzen
sulfonamid tlirevleri, Chanpagnol ise bir heteroaromatik sulfonamid bilesigi olan
asetozolamidi kullanmistir. Bitki CA enzimi diginda ligand olarak benzen siilfonamid
turevleri kullanilmistir.  Bunu nedeni, bitki CA enziminin benzen sulfonamidler
tarafindan c¢ok az inhibe edilmesiyle agiklanmaktadir. Bu olay1r uzanti koluna sahip
afinite jellerinin yiiksek bir kapasiteye sahip olduklar ile agiklanmaktadir. Ayrica
matrikse takilan uzanti kollarinin farklilig1 da kolon verimi iizerindeki degisik sonuglari

beraberinde getirmektedir [102].

1.2.8. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose-4B kati destek materyali lizerinde hazirlanmistir.
Sepharose - 4B’ nin serbest —OH gruplarn literatiirde daha ¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu caligmada kullanilan jelde ayni yontem kullanilarak Sepharose-4B
afinite jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi.
Daha sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozin’e kenetlendirildi. Burada afinite jelinin
uzantt kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan kismini1 da siilfonilamid
olusturur.  Siilfonilamid CA enziminin spesifik bir inhibitoriidiir. ~Afinite jelinin
yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda saflastirilmasinda basari ile kullanilmistir

[128].

I COOH

o0——-=C |
|
CT HN—CH—CHZ——Q—OH

N=—

SO,NH,,

Sekil 1.23. Sepharose-4B-L-Tirozin-p-Amino-Benzosiilfonamid [128]
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2. MATERYEL VE YONTEM
2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda sentezlenen tiyocrown eterler; 7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30 -
dodekahidrodibenzo [i,w] [1,4,15,18,7,12,21,26] tetraoksatetratiyosiklooctakosin -
5,16,21,32-tetron  (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8) (Al), 6,9,22,25-tetraoksa -
3,12,19,28-tetratiyotrisiklo [28.2.2.2'*!'"] heksatiyokonta-1(32),14,16,30,33,35-hekzan-
2,13,18,29-tetron (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8) (A2), 6,9,23,26-tetraoksa-3,12,20,29-
tetratiyotrisiklo[29.3.1.1'*"*]heksatiyokonta-1(35),14(36),15,17,31,33-hekzan 2,13,
19,30-tetron ~ (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8) (A3), 7,8,10,11,20,21,23,24 -
oktahidrodibenzo [f,q] [1,12,4,9,15,20] dioksatetratiyosiklodokosin - 5,13,18,26-tetron
(1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6) (A4), 6,19-dioksa-3,9,16,22 — tetratiyotrisiklo
[22.2.22""] tiyokonta - 1(26),11,13,24,27,29 — heksaen - 2,10,15,23-tetron (1-2 DB-
TT-TK-26-Crown-6) (A5) ve 6,20-dioksa-3,9,17,23 — tetratiyotrisiklo [23.3.1.1'""%]
tiyokonta-1(29),11(30),12,14,25,27 — heksan - 2,10,16,2 —tetron (1-3-DB-TT-TK-24-
Crown-6) (A6) bilesikleridir. Bu alt1 tiyocrown eterin sentezinde kullanilan reaktifler,
ftaloil dikloriirler ve trietilenglikolditiyol - dietilenglikolditiyol bilesikleri ticari olarak
elde edildi. Caligmalarda kullanilmadan 6nce kloroform (Merck) ve piridin (Merk) igin

uygun saflagtirma ve kurutma metotlar1 uygulandi.

CA enziminin insan kanindan saflastirilmasi ve aktivasyon Ol¢limleri igin
kullanilan Sepharose 4-B afinite jeli, fenol kirmizisi boyar maddesi, Sigma Chemical
Comp.’den; sodyum hidroksit, sodyum karbonat, trihidroksimetil aminometan(Tris),

sodyum sitrat dihidat, sitrikasit, sodyumkloriir, sodyumsiilfat, sodyum perklorat,
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sodyumasetat, hidroklorik asit,

Merck A.G’den; sodyum monohidrojen fosfat,

sodyumdihidrojen fosfat, metanol, etanol, amonyum persiilfat Riel de Haen A.G’ den;

CO; gaz1 piyasadan saglanmistir.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tiyocrown eterlerin sentezinde kullanilan alet ve cihazlar asagida isimlendirilen

alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Elektronik Terazi

Manyetik Karnistirici
FT Infrared Spektrofotometresi

Erime Noktasi tayin cihazi
Evaporator

NMR

: Shimadsu Libror AEG-220, tartim kapasitesi

220g,

: IKAMAG RH 20.. 2000 devir/dakika hizli
: Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR

Spektrofotometresi — ATR dedektor

: Elektrotermal 9200
: Biichi Ratavapor R-114
: VARIAN 400 MHz ( BOU)

Karbonik anhidraz enzimiyle ilgili ¢calismamada kullanilan alet ve cihazlar

Buz Makinesi
Calkalayici
Kromatografi Kolonu
Kronometre

Magnetik Karistirici Isitici

Masa Santrifiijii
OtomatikPipetler
Peristaltik Pompa
pH metre

: Fioccetti Scotsman otomatik buz makinesi

: Biolab1575"2Bcalkalayici

: Pharmacia

: Hanhard Elektronisch Digital Stoppuhr

: ARE Magnetic, heating stirrer IKA Combimag

RCO

: Hettich Zentrifrugen EBA12R

: Eppendorf, Medisis

: Pharmacia(ChromatographAttd.S1211)
: Orion model 920A

37



2.1.3. Kullanmilan Coézeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilmak {izere asagida isimlendirilmis

cozeltiler hazirlanmistir.

1. Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullamlan Yikama Tamponu; 0.2 M NaHCO;
(pH=8.8) 16.8 g (0.02mol) NaHCO3 950 mL saf suda ¢oziiliir. IM NaOH ile pH=8.8"¢

ayarlanarak toplam hacmi 1L’ye tamamlanir.

2. Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullamlan Saklama Tamponu; 0,1M NaHCO;
(pH=10.0) 8.4 g (0.01 mol) NaHCO; 950 mL saf suda ¢oziiliir. 1 M NaOH ile pH=10"a

ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

3. Afinite Jeli Dengeleme Tamponu; 25 mM Tris—HCI / 22 mM Na,SO4 (pH=8.7)
14.20g (22 mmol) Na,SO4 ve 3.0275g (25 mmol) tris-HC1 950mL saf suda ¢oziiliir. 1M
HCl ile pH=8.7"ye ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

4. (Hemolizat Tatbikinden Sonra) Afinite Jeli Yikama Tamponu; 25mM Tris HC1 /
22mM Na,SO4 (pH=18.7)  3.124 g (22 mmol) Na,SO4 ve 3.0275g (25 mmol) tris-HCI
950 mL saf suda ¢oziiliir. 1M HCI ile pH=8.7’ye ayarlanarak toplam hacim 1L’ye

tamalanir.

5. hCA Eliisyon Tamponu; hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 1M NaCl / 22mM
Na,HPO4 (pH=6.3) 3.55g(25mmol) Na,HPO4 ve 29.25g (0.5mol) NaCl aliip, pH6.3’¢
getirildikten sonra toplam hacim 500mL’ye saf su ile tamamlandi. hCA-II i¢in ise; 0.1M
CH3COONa / 0.5 M NaClOy (pH 5.6), 15.31g (0.075 mol) NaClO,4 ve 3.4g (0.2 mol)
CH3;COONa 200 mL saf su i¢inde ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’ s1 5.6’ya getirildikten

sonra, toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.
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6. CO,- Hidrataz Aktivite Tamponu; 0.15M Na,CO3/0.10 M NaHCOs (pH 10.0)
15.9 g (0.15 mol) Na,COs ve 8.4 g (0.1 mol) NaHCO; 1L saf suda ¢oziilerek ¢ozelti

hazirlandi.

7. CO;- Hidrataz Aktivitesi Tamponu; 0.01256 g fenol kirmizisi ve 0.2184 g
NaHCOs; 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

8. CO; - Hidrataz Aktivitesi CO, ¢ozeltisi; 0°C’de yarim saat siireyle saf su

igerisinden CO; gegirilerek hazirlandi.
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2.2. YONTEMLER
2.2.1. Tiyocrown Eter Bilesiklerinin Sentezi

2.2.1.1. 1,2-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-28-Crown-8’in Sentezi (A1)

10 mmol (2.0302 g) o-ftaloildiklorir (A), 10 mmol (1.823 g, 1.63 ml)
trietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1.5 ml) piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra karis1
evapore edildi ve balonda kalan kat1 iirtin kolon kromotografisi ile silikajel kolonda n-
hegzan-kloroform (1:10); (v/v) ¢dziicii sisteminde saflastirildi, 1.528 gr beyaz kati
madde elde edildi. (E.N: 85-86 °C, Verim: %48)

? X

|
) Cl — /_ \ / \ N/ |

//\o/_\o/ﬁs o]

—0

O SH
CI+ 2 HS O

8 CHCl3

lo) (N2 atm.)

S
2 & LA NS °
A1
'"H NMR(400 MHZ, CDCLy): & 2.62 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 3.6 ppm (2H, s, C-
0-C) 4.25 ppm (4H, t, -C-C-S-C=0), 8.0 (H, d, o-benzo), 8.9 (H, d, p-benzo)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C gerilmesi), 1719 (O=C-S), 1635 (aromatik C=C),
2171 (benzen 1,2 di siibstitiie)
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2.2.1.2. 1,4-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-32-Crown-8’in Sentezi (A2)

10 mmol (2.0302 g) p-ftaloildiklorir (A), 10 mmol (1.823 g, 1.63 ml)
trietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1,5 ml) piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra
karisim evaporeedi ve balonda kalan kat1 tirlin kolon kromotografisiyle silikajel n-
hegzan-kloroform (1:10); (v/v) ¢dziicii sisteminde saflastirildi, 2.456 gr beyaz kati
madde elde edildi. (EN: 77-78 °C, Verim: %78)

Ox__Cl o\ //\ [\ /\' //O

2 + 2 Hs [o) (6] SH
CHCI 3
B (N, atm.)
Y
o
O

'"H NMR(400 MHZ, CDCl3): 8 2.45 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 3,20 ppm (4H, t, -
C-C-S-C=0), 3.50 ppm (2H, s, C-O-C) 7.80 (H, s, benzen)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C) gerilmesi, 1716 (O=C-S), 1634 (aromatik C-C),
2127 (benzen 1,4 di siibstitiie)

2.2.1.3. 1,3-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-30-Crown-8’in Sentezi (A3)

10 mmol (2.0302 g) m-ftaloildikloriir (A), 10 mmol (1.823 g, 1.63 ml)
trietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1.5 ml) piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra karis1
evaporeedi ve balonda kalan kati iiriin kolon kromotografisiyle silikajel n-hegzan-
kloroform (1:10); (v/v) ¢oziicli sisteminde saflastirildi, 2.15 gr beyaz kati madde elde
edildi. (E.N: 80-81 °C, Verim: %68)
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0 cl — 0

[ N 0T NS
=
N

2 o+ 2Hs o o SH s
CHCl, s
0 B (N, atm.) S o o
A3

'"H NMR400 MHZ, CDClLy): §2.42 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 3.4 ppm (2H, s, C-
0-C) 4.1 ppm (4H, t, -C-C-S-C=0), 7.25 (H, s, o-benzo), 8 (H, d, p-benzo) 8.9 (H, d, p-

benzo)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C gerilmesi), 1722 (O=C-S), 1635 (aromatik C-C),
2168 (benzen 1,3 di siibstitiie)

2.2.14. 1,2-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-22-Crown-6’ nin Sentezi (A4)

10 mmol (2.0302 g) o-ftaloildiklorir (A), 10 mmol (1.3825 g, 1,24 ml)
dietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1.5 ml) piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra karis1
evaporeedi ve balonda kalan kati iiriin kolon kromotografisiyle silikajel n-hegzan-
kloroform (1:10); (v/v) ¢oziicii sisteminde saflastirildi ve 1.12 gr beyaz kat1 madde elde
edildi. (EN: 75-76 °C, Verim: %44)

TN\ o)
0 | N ON—s 0 s—
=
cl /N N
2 + 2 HS o SH
¢ CHCl4 o
8 (N, atm.) / A S \
A 0 o)
A4

'"H NMR(400 MHZ, CDCls): & 3.45 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 4.20 ppm (2H, s,
C-0-C), 7.40 (H, d, o-benzo), 7.60 (H, d, p-benzo)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C gerilmesi), 1715 (O=C-S), 1635 (aromatik C-C),
2172 benzen 1,2 di siibstitiie
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2.2.1.5. 1,4-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-26-Crown-6’nin Sentezi (A5)

10 mmol (2.0302 g) p-ftaloildikloriir (A), 10 mmol (1.3825 g, 1.24 ml)
dietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1.5 ml) piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra karis1
evaporeedi ve balonda kalan kati iirlin kolon kromotografisiyle silikajel n-hegzan-
kloroform (1:10); (v/v) ¢oziicii sisteminde saflastirildi ve 1.36 gr beyaz kat1 madde elde
edildi. (E.N: 68-69 °C, Verim: %52)

0 cl 0
Q — /
| A s o S
—
/N \ N
2 + 2 HS 0 SH
CHCI
5 (N, atin.) S, O, S
e 4 DS
A o
A5

'H NMR(400 MHZ, CDClL): & 3.35 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 4.20 ppm (2H, s,
C-0-C), 7.80 (H, s, benzen)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C gerilmesi), 1720 (O=C-S), 1635 (aromatik C-C),
2173 (benzen 1,4 di siibstitiie)

2.2.1.6. 1,3-Dibenzo-tetratiyo-tetrakarbonil-24-Crown-6’nin Sentezi (A6)

10 mmol (2.0302 g) m-ftaloildikloriir (A), 10 mmol (1.3825 g, 1.24 ml)
dietilenglikolditiyol (B) ve 20 mmol (1.5 ml piridin kloroform varliginda 250 ml’ lik
reaksiyon balonuna alinarak, azot atmosferinde 24 saat refluks edildi. Daha sonra karis1
evaporeedi ve balonda kalan kati iirin kolon kromotografisiyle silikajel n-hegzan-

kloroform (1:10); (v/v) ¢0ziicii sisteminde saflastirildi ve 1.15 gr beyaz kat1 madde elde

edildi. (EXN: 75-76 °C, Verim: %46)
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'"H NMR(400 MHZ, CDCl3): & 3.80 ppm ( 2H, t, C-S-C=0), 4.10 ppm (2H, s,
C-0-C), 7.25 (H, s, 0-benzo), 7.80 (H, d, p-benzo) 8.30 (H, d, p-benzo)

FT-IR (y em™): 680 (C-S-C gerilmesi), 1720 (O=C-S), 1634 (aromatik C-C),
2056 (benzen 1,3 di siibstitiie)

2.2.2. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin (hCAI ve hCAII ) Saflastirilmasi

2.2.2.1. Kan Numunelerinin Alinmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Deneyler i¢in antikoagulantli tiiplere saglikli insanlardan yaklasik 20 mL kan
almmis ve kanlar hemen c¢alistimistir. Insan kani, eritrositlerin ayrilmas1 amaciyla 15
dakika boyunca 15000 rpm’de +4°C sicaklikta santrifuj edildi. Serum ve eritrosit
tabakalar1 ayrildi. Altta kalan eritrositler % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile 2 defa yikanip
iistte kalan kisimlar atildi. Bu islemler sonucunda yaklasik 5 mL eritrosit elde edildi.
Elde edilen eritrositler, kendi hacimlerinin 1.5 kat1 soguk saf su ile karistirildi ve
hemoliz olayinin tamamlanmasi i¢in 0°C sicaklikta karigtirlldi. Elde edilen hemolizat,
hiicre zarlarinin ayrilmasi igin 4°C sicaklikta 15000 rpm’de santrifuj edildi. Islem
sonrasida tiiplerdeki siipernatant alinarak dibe ¢Okmiis olan hiicre zarlan atild.
Hemolizatin pH degeri, afinite kolonuna tatbik edilebilmesi i¢in, kati Tris-baz ile pH’1

8.7 degerine ayarlanda.
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2.2.2.2. Hemolizatin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enziminin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1.8x12 cm boyutundaki bir kolona paketlenerek 25 mM
Tris-HCI / 0.1 M Na,SO,4 (pH=7.0) tampon ¢ozeltisi ile dengelendi. Hemolizat kolona
tatbik edildikten sonra yikama tamponu (25 mM Tris-HC1/22 mM Na,SO,) (pH=7.0) ile
yikandi. Boylece CA enziminin biiylik bir kismi kolona tutunmus ve istenmeyen

safsizliklar ortamdan uzaklagtirilmistir.

hCA-I ve hCA-II izoenzimleri direkt hemolizattan saflastirilmistir. Bu amagla
hCA-I izoenziminin eliisyonu icin; 0.1 M CH3COONa / 0.5 M NaClO,4 (pH=5.6), | M
NaCl /22 mM Na,HPO4 (pH=6.3), hCA-II i¢in ise 0.1 M CH3COONa / 0.5 M NaClO4
(pH 5.6) eliisyon tamponlart kullanilarak 1.5 ml’lik Etiiplere alinmistir. Eliisyon islemi
strasinda peristaltik pompanin akis hiz1 20 mL /saat olarak ayarlanmistir. Her bir eliiat
icin, UV-goriiniir’ de 280 nm dalga boyunda kalitatif protein tayini ve CO,-hidrataz
aktivitesi tayini literatiire uygun bi¢cimde yapildi [112].

2.2.2.3. Karbonik Anhidraz Aktivite Tayini (CO,-Hidrataz Aktivitesi)

CA enziminin aktivite Ol¢iimleri esnasinda Maren ve arkadaglarinin gelistirmis
olduklar1 yontem kullanildi. Bu ydntem, CO,’in hidrasyonu sonucu aciga ¢ikan H'
sebebiyle pH degerinin 10.0°dan 7.4’e diismesi i¢in gegen siirenin Ol¢iilmesi prensibine
dayanmaktadir. Burada indikator olarak, pH=7.4’de renk degistiren fenol kirmizisi

kullanildi. Tampon olarak da pH degeri 10.0 olan CO;”* tamponundan yararlanildi.

Deney prosediirii su sekilde gerceklestirildi; reaksiyon tiipiine 6nce 2 mL
indikator ve 1.3 mL doygun CO; ¢ozeltileri konuldu. Bu karigimin iizerine, saflagtirilan
enzimden 0.05 mL ilave edildikten hemen sonra ayni anda 0.4 mL tampon katilarak
kirmiz1 rengin sartya donmesi i¢cin gecen siire kronometre ile belirlendi (t;). Aymn
islemler, her numunenin g¢alisilmasindan once enzim ¢ozeltisi yerine 0.05 ml saf su

konularak yapildi (t,). Bu yonteme gore, karbonik anhidraz (CA) aktivitesi igin bir
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enzim Unitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini yariya

indiren enzim miktari olarak tanimlanmaktadir. Buna gore;

EU= (to-te) / te

formiiliine gore enzim iinitesi hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Bilesiklerin '"H NMR ve FT-IR Spektrumlari

Asagida ismi verilen bilesikler sentez ve saflastirma (kolon kromotografisi)

islemlerinden sonra 'H NMR ve FT-IR spektrumlari alinmustir.

Al 7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30 - dodecahydrodibenzo [Z,w]
[1,4,15,18,7,12,21,26] tetraoxatetrathiacyclooctacosine - 5,16,21,32-tetrone (1-2-DB-
TTh-TK-28-Crown-8)

A2 6,922.25-tetraoxa - 3,12,19,28-tetrathiatricyclo [28.2.2.2'*!"] hexatriaconta-
1(32),14,16,30,33,35-hexaene-2,13,18,29-tetrone (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8)

A3 6,9,23,26-tetraoxa-3,12,20,29-tetrathiatricyclo[29.3.1.1'*'*hexatriaconta-
1(35),14(36),15,17,31,33-hexaene-2,13,19,30-tetrone (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8)

A4 7,8,10,11,20,21,2324 - octahydrodibenzo [f,g] [1,12,4,9,15,20]
dioxatetrathiacyclodocosine - 5,13,18,26-tetrone (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6)

A5  6,19-dioxa-3,9,1622 — tetrathiatricyclo [22.2.22''*] triaconta -
1(26),11,13,24,27,29 — hexaene - 2,10,15,23-tetrone (1-2-DB-TT-TK-26-Crown-6)

A6 6,20-dioxa-3,9,17,23 — tetrathiatricyclo [23.3.1.1'"]  triaconta-
1(29),11(30),12,14,25,27 — hexaene - 2,10,16,2 —tetrone (1-3-DB-TT-TK-24-Crown-6)
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3.2. Afinite Kromatografisi ile hCA-I ve hCA-II izoenzimlerin Saflastiriimasi

hCA-I izoenziminin eliisyonu i¢in; 0.1 M CH3COONa / 0.5 M NaClO4 (pH=5.6), | M
NaCl / 22 mM Na,HPO,4 (pH=6.3), hCA-II igin ise 0.1 M NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4

(pH=5.6) eliisyon tamponlar1 kullanilarak 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde tiiplere alinmistir.

Eliisyon islemi sirasinda peristaltik pompanin akis hizi 20 mL /saat olarak ayarlanmistir.

Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi.

Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 protein miktar1 belirlendi. 280 nm’de en yuksek

absorbans ve aktivite gosteren tiipler birlestirildi (Sekil 3.13 ve 3.14). Birlestirilen tiiplerde

hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerinde sentezlenen maddelerin inhibisyon etkilerine CO,-

hidrataz aktivitesi ile bakildu.
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Sekil 3.13 hCA-I enziminin eliisyon grafigi
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Sekil 3.14. hCA-II enziminin eliisyon grafigi

3.3. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerin Aktivite Tayini

Sentezlenen maddelerin hCA-I ve hCA-II enzim aktivitelerine etkilerini belirlemek
icin kendimden alinan kanla ¢alisild1 ve afinite kromatografisi ile hCA-I ve hCA-II enzimleri
saflastirildiktan sonra COs-hidrataz aktivitesi ile aktivite belirlendi. hCA-I ve hCA-II
enzimleri aktivitesi belirlenmesinde, tiipte toplam hacim 4.1 mL’dir. Ortamdaki H'
konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi reaksiyon pH’in1 etkileyeceginden, enzim aktivitesi
indikatdrle belirlenebilir. Bu yonteme gore pH degerinin 8.2°den 6.3°e diisiisii igin gegen siire
brom-timol mavisi indikatorii yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi, enzimsiz CO,
hidrasyon siiresi (t,) ile enzimli reaksiyon siireleri (t.) arasindaki farkin (t;)’ye bolinmesiyle

elde edilmektedir. Sonuglar, cizelge 3.1 - 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.1. Al’in hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerindeki etkisi ve ICso degerlerini bulunmasmda kullanilan ¢ézelti konsantrasyonlari

ve elde edilen sonuglar.

pH=10 Enzim Enzim Fenol Substrat Al Kiivetteki Al’in
Tamponu (uL) Cozeltisin | Kirmizisi1 | Saf Su| Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) in Cozeltisi (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (mM) [(to)-(t)]/(te)
Hacmi (uL)
(uh)
- 400 - - 23.52 - -

350 - - 10.86 1.165 100
330 20 0.536 13.87 0.695 59.68
320 30 0.804 14.42 0.631 54.13
290 1300 60 1.609 15.69 0.499 42.80

400 hCA-I 50 2000 280 70 1.878 16.38 0.435 37.39
270 80 2.146 17.18 0.369 31.65
260 90 2414 21.34 0.102 8.76
250 100 2.682 22.94 0.025 2.16

- 400 - - 28.22 -

300 - - 20.63 0.367 100
250 50 1.34 17.47 0.615 167.25

400 hCA-II 50 2000 200 1300 100 2.68 15.37 0.836 227.24
150 150 4.02 8.95 2.153 585.21
300 200 5.37 7.7 2.664 72434
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Cizelge 3.2.

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

A2’nin hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine inhibisyon etkisi ve ICso degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

pH=10 Enzim Fenol Saf Substrat A2 Kiivetteki A2’nin
Tamponu | Enzim | Codzeltisinin | Kirmizisi | Su | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) (uL) | Hacmi (uL) | Cozeltisi | (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (mM) [(to)-(te)]/ (1)
- e 400 - - 24 - -
350 - - 12.07 0.988 100
300 50 1.341 13.89 0.727 76.72
290 60 1.609 14.67 0.635 67.04
400 hCA-I 50 2000 280 1300 70 1.878 14.73 0.629 66.33
270 80 2.146 15.34 0.564 59.50
260 90 2414 16.59 0.446 47.08
250 100 2.682 16.95 0.415 43.84
- 400 - - 24.76 - -
350 - - 18.25 0.356 100
300 50 1.341 12.88 0.922 258.57
400 hCA-II 50 2000 250 1300 100 2.682 11.95 1.071 300.51
200 150 4.024 9.58 1.584 444.20
150 200 5.365 8.18 2.026 568.21
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Cizelge 3.3.

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

A3’in hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine inhibisyon etkisi ve ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

pH=10 Enzim Fenol Substrat A3 Kiivetteki A3’{in
Tamponu | Enzim | Cozeltisinin | Kirmizist | Saf Su | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) (uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (mM) [(to)-(t)]/(t:)
- - 400 - - 17.13 - -
350 - - 8.22 1.083 100
330 20 0.536 9.15 0.872 80.45
320 30 0.804 941 0.820 75.68
400 hCA-I 50 2000 310 1300 40 1.073 9.55 0.793 73.22
300 50 1.341 9.98 0.716 66.09
290 60 1.609 10.52 0.628 57.96
250 100 2.682 11.88 0.441 40.76
- 400 - - 21.18 - -
350 - - 16.33 0.297 100
300 50 1.341 14.71 0.439 148.09
400 hCA-II 50 2000 250 1300 100 2.682 133 0.592 199.48
200 150 4.024 9.55 1.217 410.03
150 200 5.365 7.89 1.684 567.14
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Cizelge 34.

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

A4’tin hCA-I ve hCA-II enzimleri ilizerine inhibisyon etkisi ve ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

pH=10 Enzim Fenol Substrat A4 Kiivetteki A4’iin
Tamponu | Enzim | Cozeltisinin | Kirmizis1 | Saf Su | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) (uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi (uL) | Hacmi (uL) | Hacmi (uL) (mM) [(to)-(t)]/(t:)
- - 400 - - 20.64 - -
350 - - 12.48 0.653 100
330 20 0.53 12.95 0.593 90.81
310 40 1.07 14.56 0.417 63.86
400 hCA-I 50 2000 300 1300 50 1.34 15.67 0.317 48.50
275 75 201 16.21 0.273 41.79
265 85 2.28 16.53 0.248 38.02
250 100 2.68 19.34 0.067 10.28
- 400 - - 20.88 - -
350 - - 14.97 0.394 100
320 30 0.805 12.42 0.681 172.53
400 hCA-II 50 2000 300 1300 50 1.341 10.82 0.929 235.50
250 100 2.683 9.81 1.128 285.83
150 200 5.366 8.95 1.332 337.63
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Cizelge 3.5.

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

A5’in hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine inhibisyon etkisi ve ICso degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

pH=10 Enzim Fenol Substrat AS Kiivetteki A5’in
Tamponu | Enzim | Cozeltisinin | Kirmizist | Saf | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) (uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi Su Hacmi (uL) | Hacmi (L) (mM) [(to)-(t) )/ (1)
(119) (uL)
- 400 - - 24.11 - -
350 - - 13.81 0.745 100
330 20 0.536 15.68 0.537 72.08
320 30 0.804 16.66 0.447 59.95
50 310 40 1.073 19.02 0.267 35.88
400 | hCA 2000 350 1300 50 1341 1946 | 0238 32.03
290 60 1.61 20.71 0.164 22.01
250 100 2.683 22.15 0.088 11.86
- 400 - - 31.11 - -
350 - - 18.45 0.686 100
330 20 0.536 15.89 0.957 139.60
300 50 1.341 11.41 1.726 251.64
400 | hCA-TI S0 2000 1300
275 75 2.012 9.79 2177 317.39
250 100 2.682 8.43 2.690 392.11
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Cizelge 3.6.

konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

A6’nin hCA-I ve hCA-II enzimleri iizerine inhibisyon etkisi ve ICsy degerlerini bulunmasinda kullanilan ¢ozelti

pH=10 Enzim Fenol Substrat A6 Kiivetteki
Tamponu | Enzim | Cozeltisinin | Kirmizist | Saf | Cozeltisinin | Cozeltisinin A6’nin Siire(sn) Aktivite % Aktivite
(uL) (uL) Hacmi (uL) | Cozeltisi Su Hacmi (uL) Hacmi (uL) | Konsantrasyonu [(to)-(t)]/ (1)
(uD) (uL) (mM )
- 400 - - 2141 - -
350 - - 11.69 0.831 100
310 40 1.073 14.1 0.518 62.35
290 60 1.61 15.93 0.344 41.37
400 hCA-I 50 2000 270 1300 80 2.146 16.49 0.298 35.88
250 100 2.683 17.1 0.252 30.31
240 110 2.951 20.19 0.060 7.267
- 400 - - 27.76 - -
350 - - 18.25 0.521 100
300 50 1.341 15.14 0.833 159.96
400 hCA-II 50 2000 250 1300 100 2.683 12.58 1.206 231.56
200 150 4.024 8.16 2.401 460.94
150 200 5.366 797 2.483 476.50
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3.4. Sentezlenen Tiyocrown Eterlerin hCA-I ve hCA-II izoenzimleri

Uzerine Etkileri

Bu calismada kullanilan tiyocrown eterlerin ICsy degerlerini belirlemek i¢in,
tiyocrown eter c¢ozeltilerinden degisik hacimlerde alinarak toplam 4.1 mL’lik bir
reaksiyon hacmi olusturuldu. Once tiyocrown etersiz ortamda enzim aktivitesi
bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve
sicaklikta 0.05 mL enzim c¢ozeltisi alinip daha oncede hazirlanmis olan 2.9 mL
tampon+substrat+ tiyocrown eter ¢ozeltisine eklendikten sonra, bu yonteme gore pH
degerinin 8.2’den 6.3’e¢ diislisii i¢cin gecen siire brom-timol mavisi indikatori
yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi, enzimsiz CO, hidrasyon siiresi (t,) ile
enzimli reaksiyon siireleri (t;) arasindaki farkin (t;)’ye bdliinmesiyle elde
dilmektedir. Elde edilen verilerile % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[1] grafikleri
cizildi (Sekil 3.15 - 3.26). Bu grafiklerden yararlanilarak sentezi gerceklestirilen her
bir tiyocrown eter i¢in ICsy degerleri hesaplandi (Cizelge 3.26).
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Sekil 3.15. Saflagtirilmis hCA-I enzimi iizerine (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8)
Al’in % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.16. Saflastirllmis hCA-II enzimi tlizerine (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8)
Al’in % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.17. Saflagtirilmis hCA-I enzimi iizerine (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8)
A2’nin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.18. Saflastirllmis hCA-II enzimi tlizerine (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8)
A2’nin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.19. Saflagtirilmis hCA-I enzimi iizerine (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8)
A3’lin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.20. Saflastirllmis hCA-II enzimi tlizerine (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8)
A3’lin % aktivite-[I] grafigi

71



y= 055872 33 06 + 101 42
O
SN T
5 O =3
120 - | 2
e
100 4 5 O 5
Vel
2 80 (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6) (Ad)
=
-
£ e0
-
&
& 40 -
20 -
L
I:I T T T T T 1
o 05 1 15 2 25 3
[Ad]x10°3

Sekil 3.21. Saflastirnlmis hCA-I enzimi {izerine (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6)
A4’lin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.22. Saflastirilmis hCA-II enzimi {iizerine (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6)
A4’lin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.23. Saflastirilmis hCA-I enzimi iizerine (1-2 DB-TT-TK-26-Crown-6) A5’in

% aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.24. Saflastirilmis hCA-II enzimi tlizerine (1-2 DB-TT-TK-26-Crown-6) A5’in

% aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.25. Saflastinlmis hCA-I enzimi {izerine (1-3-DB-TT-TK-24-Crown-6)

A6’nin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.26. Saflastirllmis hCA-II enzimi lizerine 1-3-DB-TT-TK-24-Crown-6)

A6’nin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.26. hCAI ve hCAII enzimlerinin ICso degerleri

(*) = Inhibisyon gdstermedikleri igin ICso degeri hesaplanamaz.
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4. SONUC ve TARTISMA

Bu calisma makrohalkali thiyocrown eterlerin sentezleri ve sentezlenen
bilesiklerin biyokimyasal inhibizyonu ¢alismalart olmak iizere iki ana bodliimden

olusmaktadir.

Birinci bolimde diasitkloriir ile etilenglikoldithiyol tiirevleri piridin
varliginda kloroform i¢inde azot atmosferinde Esterlesme- Halka kapama reaksiyonu
kullanilarak makrohalkali tiyocrown eterlerin sentezleri gergeklestirilmistir.
Sentelenen bilesikler sirasiyla; 7,8,10,11,13,14,23,24,26,27,29,30 -
dodekahidrodibenzo [i,w] [1,4,15,18,7,12,21,26] tetraoksatetratiyosiklooktakosin -
5,16,21,32-tetron (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8) (Al), 6,9,22,25-tetraoksa -
3,12,19,28-tetratiyotrisiklo ~ [28.2.2.2"'7]  heksatiyokonta-1(32),14,16,30,33,35-
hekzan-2,13,18,29-tetron (1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8) (A2), 6,9,23,26-tetraoksa-
3,12,20,29-tetratiyotrisiklo[29.3.1.1"*"*]heksatiyokonta-1(35),14(36),15,17,31,33-
hekzan 2,13, 19,30-tetron (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8) (A3),
7,8,10,11,20,21,23.24 - oktahidrodibenzo [fq] [1,12,4,9,15,20]
dioksatetratiyosiklodokosin - 5,13,18,26-tetron (1-4-DB-TT-TK-22-Crown-6)
(A4), 6,19-dioksa-3,9,1622 — tetratiyotrisiklo [22.2.2.2'""'*] tiyokonta -
1(26),11,13,24,27,29 — heksaen - 2,10,15,23-tetron (1-2 DB-TT-TK-26-Crown-6)
(A5) ve 6,20-dioksa-3,9,17,23 — ftetratiyotrisiklo [23.3.1.1'""°] tiyokonta-
1(29),11(30),12,14,25,27 — heksan - 2,10,16,2 —tetron (1-3-DB-TT-TK-24-Crown-
6) (A6) bilesikleridir. Literatiir tarama sonucunda tasarlanan bilesikler Muhammed
Seyyed ve arkadaglarinin yontemleri kullanilarak tamamen orijinal bilesikler

sentezlenmistir[91].
Makrohalkali tiyocrown halka kapatma reaksiyonlarma bir goz

atildiginda biitlin yontemlerde reaksiyon siiresinin uzun oldugu goze carpar.

Asitkloriirlerle esterlesme reaksiyonlari ise nisbeten hizlidir [129].
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Halkalagma reaksiyonlar sonunda elde edilen A1 bilesigi igin; FT-IR (y cm™)
spektrumuna bakildiginda 2500 cm” de gbzlenmesi gereken —C-SH bandi
kaybolmasi ve 680 cm™’de C-S-C gerilmesi, 1719 cm™ O=C-S tiyoesterkarbonil
piki, 1635 cm” aromatik C=C gerilmesi, 2171 cm™ 1,2 di siibstitiie benzen
overtonlar1 gdzlenmis, 'H NMR(CDCls) spektrumuna bakildiginda & 2.45 ppm
(2H, t, C-S-C=0), 3,20 ppm (4H, t, -C-C-S-C=0), 3.50 ppm (2H, s, C-O-C) 7.80
(H, s, benzen) pikleri gozlenmistir. Ayni bigimde A2 bilesigi i¢in de; FT-IR  (y cm’
") spektrumuna bakildiginda 2500 cm” de gozlenmesi gereken —C-SH bandi
kaybolmasi ve 680 cm™’de C-S-C gerilmesi, 1716 cm™ O=C-S tiyoesterkarbonil
piki, 1634 cm” aromatik C=C gerilmesi, 2127 cm™ 1,4 di siibstitie benzen
overtonlar1 gdzlenmis, '"H NMR(CDCl3) spektrumuna bakildiginda, & 2.62 ppm
(2H, t, C-S-C=0), 6 3,6 ppm (2H, s, C-O-C) & 4.25 ppm (4H, t, -C-C-S-C=0), 8.0
ppm (H, d, o-benzo), 8.9 ppm (H, d, p-benzo) pikleri gozlenmistir. A3 bilesigi i¢in
de; FT-IR (y cm™) spektrumuna bakildiginda 2500 cm™ de gdzlenmesi gereken —C-
SH bandi kaybolmasi ve 680 cm'’de C-S-C gerilmesi, 1722 cm’ O=C-S
tiyoesterkarbonil piki, 1635 cm™ aromatik C=C gerilmesi, 2168 cm™ 1,3 di siibstitiie
benzen overtonlar gozlenmis, 'H NMR(CDCls) spektrumuna bakildiginda & 2.42
ppm (2H, t, C-S-C=0), 3.4 ppm (2H, s, C-O-C) 4.1 ppm (4H, t, -C-C-S-C=0), 7.25
(H, s, o-benzo), 8 (H, d, p-benzo) 8.9 (H, d, p-benzo) pikleri gozlenmistir. A4
bilesigi icin de; FT-IR (y cm™) spektrumuna bakildiginda 2500 cm™ de gozlenmesi
gereken —C-SH band: kaybolmast ve 680 cm™’de C-S-C gerilmesi, 1715 cm™
O=C-S tiyoesterkarbonil piki, 1635 cm™ aromatik C=C gerilmesi, 2172 cm™ 1,2 di
siibstitiie benzen overtonlar1 gézlenmis, 'H NMR(CDCl;) spektrumuna bakildiginda
6 3.45 ppm (2H, t, C-S-C=0), 4.20 ppm (2H, s, C-O-C), 7.40 (H, d, o-benzo), 7.60
(H, d, p-benzo) piklerinin gdézlenmistir. AS bilesigi icin de; FT-IR (y cm'l)
spektrumuna bakildiginda 2500 cm™ de gbzlenmesi gereken —C-SH bandi
kaybolmasi ve 680 cm™’de C-S-C gerilmesi, 1720 cm™ O=C-S tiyoesterkarbonil
piki, 1635 cm” aromatik C=C gerilmesi, 2173 cm’! 1,4 di substitiie benzen
overtonlar1 gozlenmis, 'H NMR(CDCl;) spektrumuna & 3.35 ppm ( 2H, t, C-S-
C=0), 4.20 ppm (2H, s, C-O-C), 7.80 (H, s, benzen) piklerinin gézlenmistir. Ve A6
bilesigi icin de; FT-IR (y cm™) spektrumuna bakildiginda 2500 cm™ de gozlenmesi
gereken —C-SH bandmm kaybolmasi ve 680 cm™’de C-S-C gerilmesi, 1720 cm™
O=C-S tiyoesterkarbonil piki, 1634 cm™ aromatik C=C gerilmesi, 2056 cm™ 1,3 di
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siibstitiie benzen overtonlar1 gézlenmesi, 'H NMR(CDCls) spektrumuna & 3.80 ppm
( 2H, t, C-S-C=0), 4.10 ppm (2H, s, C-O-C), 7.25 (H, s, o-benzo), 7.80 (H, d, p-
benzo) 8.30 (H, d, p-benzo) piklerinin gdzlenmistir. Biitiin bu bulgular, sentezlenen

bu alt1 bilesigi yapisal olarak tamamen dogrulamaktadir.

Sentezlenen bilesiklere ait erime noktalar, FT-IR ve 'H NMR
spektrumlarindan hedeflenen bilesiklerin elde edildigi anlasilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplar yoniinden zengin olmasi
(substitue benzen, thiyoester ve eter); bilesiklerin metal komplekslesmelerinde ve

biyolojik aktivite caligmalarinda kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Yapilan ¢aligmanin ikinci boéliimiinde ise, sentezlenen bilesiklerin CA enzimi
iizerinde etkileri aragtirllmistir. CA’ nin fizyolojik 6énemi giris bolimiinde ayrintili
olarak anlatildig1r gibi genel olarak metabolik CO, transportunun yani sira bir¢ok
dokuda H" ve HCO5 iyonlarinin birikiminde de 6nemli rol oynamaktadir. Bu
dokular arasinda bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi sayilabilir. Bu dokularin
disinda histokimyasal yontemlerle tiikriik bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi,

pankreas, prostat ve endometrium dokularda da CA enzimine rastlanmigtir [98-101].

S6z konusu enzimin farkli dokulara dagilmis bir¢cok izoformu tesbit
edilmistir. Bunlarda CA-I ve CA-II engok iizerinde calisilan yapilardir. Ozellikler
hCA-II’nin inhibisyonu glaucoma hastaliginin tedavisinde en eski, glinlimiizde ise en
cok kullanilan yontemdir. Bu amagla bir¢ok bilesik sentezlenmis ve s6z konusu
enzim flizerinde inhibisyon etkileri saptanmistir[103,105,106] Ancak sentezlenen
bilesiklerin bircogu 6enmli yan etkilere sahip olmasi, tedavide biylik bir
olumsuzlugu ortaya g¢ikarmaktadir. Yan etkilerin 6nemli bir boliimii, siilfonamid
tiirevlerinin diger izoenzimlerle etkilesmesidir. Bunun i¢in sadece bir izoenzimi
spesifik bilesiklerin tasarlanmasi, glaucoma tedavisi i¢in son derece Onem arz
etmektedir. Bu nedenle yeni bilesiklerin sentezi yillardan beri arastirmalarin ilgi

alanlarindan biri olmustur ve olmayada devam etmektedir
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Son yillarda SA disinda CA izoenzimleri i¢in farkli bilesiklerde sentezlenmis
ve etkileri arastirilmistir [130,131]. S6z konusu ¢alismada siilfonamidlere alternatif

tiyocrown eter tiirevleri sentezlenmistir.

Arastirmamizda kullanilan enzim olan karbonik anhidraz insan
eritrositlerinden afinite kromatografisi yontemiyle saflastirllmistir.  Bu amagla
Sepharose-4-B-L-tirozin-p-aminobenzosiilfonamid kimyasal yapisma sahip jel

sentezlenmistir.

Afinite jeli, Sepharose 4B kati destek materyali {izerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’ nin serbest —OH gruplan literatiirde daha ¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu ¢alismada da ayn1 yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
Jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi. Daha
sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi. Burada afinite jelinin;
uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan kismmi da siilfonilamid
olusturur. ~ Siilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik bir inhibitoriidiir.
Afinitejelinin yapisina girerek CA enziminin yliksek oranda saflagtirilmasinda basari
ile kullanilmistir [91]. S6z konusu jel kullanilarak hCAI ve hCAIl izoenzimleri
direkt hemolizattan saflagtirlhimistir. Bu amagla hCAI izoenziminin eliisyonu i¢in;
IM NacCl / 22mM Na,HPO, (pH = 6.3), hCAIl i¢in ise 0.1 M CH3COONa / 0.5 M
NaClOy4 (pH = 5.6) eliisyon tamponlar1 hazirlanmistir [112].

Karbonik anhidrazin aktivite tayini CO,-Hidrataz adi verilen, Maren ve
arkadaslarinin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi kullanilarak yapilmigtir
[129]. Bu yontemle, CO, molekiiliiniin su ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelen H,CO; molekiiniiniin H* ve HCOj; iyonlarmi ayrrarak, ordamin pH’> 11

detiistirme stiresi 6l¢iilmektedir [116].

Arastirmamizda kullanilan bilesikler, Al (1-2-DB-TTh-TK-28-Crown-8), A2
(1-4-DB-TTh-TK-32-Crown-8), A3 (1-3-DB-TTh-TK-30-Crown-8), A4 (1-4-DB-
TT-TK-22-Crown-6), AS (1-2 DB-TT-TK-26-Crown-6) ve A6 (1-3-DB-TT-TK-24-
Crown-6) molekiillerinin hepsi hCAI enzimini inhibe ederken hCAII enzimini ise

aktive ettigi saptanmistir. Bu bilesiklerin hCAI enzimi i¢in 1Csy degerleri sirasiyla
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1.22 — 1.61 — 2.11 — 1.66 — 0.84 — 1.45 mM olarak tespit edilmistir. En giiclii
inhibitériin A5 oldugu bu degerlere bakilarak anlasilmaktadir. A3’ iin ise diger

tiyocrown eterlere nazaran daha zayif bir inhibitér oldugu anlasilmaktadir.

Bilesiklerin tamaminin hCA-II’yi aktive etmesi son derece dikkat ¢ekicidir.
Ciinkii, hCA-I ve hCA-II enzimlerinin aktif bdlgelerinin belirli dl¢lide benzerlik
gostermesi s0z konusu bilesiklerke tamamen farkli sekilde etkilesmesiyle bir ¢eliski
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum izoenzimlerin aminoasit dizilislerinin farkliligiyla
aciklanabilir.  Ayni bilesiklerin enzimle aktif bolge disinda farkli gruplarlada
etkilestigi disiiniilebilir. Ancak bu konuda daha giiclii ifadelerin kullanilabilmesi

icin mutlaka inhibisyon mekanizmalarinin belirlenmesi gerekir.

S6z konusu bilesiklerin tarafimizdan ilk kez biyomolekiiller izerindeetkisinin
arastirilmasi caligmasi yapildigi i¢in, karsilastirma icin literatiirde herhangi bir veriye
tastlanmamustir. Fakat siilfonamidlerle kiyaslandiginda zaman [103,105,106], hCA-I
lere karsi ilgilerinin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Sentezlenen bilesikler dogal olarak glaucoma tedavisinde direkt bir katki

yapabilecegini sdylemek miimkiin degildir. Ciinkii ilgili enzimi aktivie etmektedir.

hCAIl enzimi eritrositlerde, 6zellikle gozde bulunarak onemli fizyolojik
fonksiyon gostermektedir. hCAII, goz ici sivisinin olusmasinda ve dolayisiyla goz
tansiyonunun kontroliinde kritik bir enzimdir [93]. Bu enzim iizerine sentezlenen
bilesikler beklenenin aksine aktivasyon gostermislerdir. Glaucoma hastaligi, yliksek
g0z i¢i basinciyla ortaya c¢ikarak dostimsiiz korliige sebep olmaktadir. GOz ici
basmncmin kontroliinde ¢ok o©nemli rolii olan karbonik anhidraz enziminin
inhibisyonu ile gloucaomali hastalarin g6z i¢i basinct disiirilmektedir [92].
Arastirmamizda sentezlenen bu alt1 bilesiginde hCAI enzimini inhibe ederken hCAII
yi aktive etmektedir, bu maddelerin kullanimi hCAII nin aktivitesini artirmasi,
hastalar ac¢isindan ¢ok ciddi sonuclar dogurabilecek niteliktedir [102]. Ancak,
arastirmamizda sentezlenen bilesiklerin sadece bir enzimi inhibe etmesi son derece
onemli bir bulgudur. Ciinkii, bu durumun sadece bir izoenzime spesifik bilesiklerin

tasarlanmasinda 6nemli katkilar saglayacagini diisiinmekteyiz.
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Yiiksek lisans olarak sunulan bu calismada elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenebilir:

e Esterlesme-Halka kapama yontemiyle 6 farkli tiyocrown eter sentezi

gerceklesmis ve yapilart detaylica aydinlatilmisitr.

e Sepharose-4B-L-tirozin-p-amino-benzosiilfonamid kimyasal yapisina
sahip jel kullanilarak, tek basamakta yiiksek verimde hCA-I ve hCA-II

izoenzimleri saflagtirilmstir.

e Saflagtirilan izoenzimlerin, s6z konusu bilesiklere afiniteleri

arastirilmistir.

e Sentezlenen bilesiklerin tamami hCA-I enzimini inhibe ederken,

hCA-II enzimini aktive etmistir.

e Son olarak, s6z konusu c¢alismanin sadece bir izoenzime spesifik

olmasi, ilag sentezi i¢in dnemli katkilar saglayacagi diisiincesindeyiz.
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