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Ozet

Bu calismada, ilk olarak stlfanilamit (sa) ve maleik anhidritin (mal) tepkimesinden (E)-3-(4-

stlfamoyilfenil)amino)biit-2-enoik asit (Hsamal) bilesigi sentezlenmis ve sonra bu bilesigin

Anahtar kelimeler 2-aminopiridin (ap) ile proton transfer tuzu (Hapsamal) hazirlanmistir. Bu tuzun Fe(ll), Co(ll),
“Stilfamoyil Bilesikleri”  Ni(ll) ve Zn(I1) ge¢is metal kompleksleri sentezlenmistir. Proton transfer tuzlarinin yapisi
“2-Aminopiridin” elementel analiz,'H-NMR, 3C-NMR, FT-IR, UV-Vis metotlari ileaydinlatilmistir. Amorf halde
“Proton TransferTuzu”  elde edilen gecis metal komplekslerininyapilariise elementel analiz, ICP-OES, FT-IR, UV-Vis,

“Metal Kompleksleri”  manyetik duyarlilik ve molar iletkenlik sonuclari dikkate alinarak énerilmistir. Ayrica,
“Karbonik Anhidraz

. sentezlenen maddelerin insan eritrosit hCA | ve hCA Il izoenzimleri Gizerindeki inhibisyon
Inhibisyonu”

etkilerini belirlemek lizere in vitro calismalar yapilmistir. Yeni sentezlenen maddelerin
izoenzimlerin esteraz aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu maddelerin inhibisyon
degerlerinin kontrol bilesigi asetazolamid (AAZ) degerleri ile kiyaslanabilir blylklGkte oldugu
tespit edilmistir.

Synthesis and Structural Studies of Proton Transfer Salt Between
Benzimidazole and (E)-4-oxo0-4-(4-sulfamoylphenylamino)but-2-enoic
Acid and Their Transition Metal Complexes, and Investigation of
Inhibition Properties on hCAIl and hCA Il Isoenzymes

Abstract

In this study, first (E)-4-oxo-4-(4-sulfamoylphenylamino)but-2-enoic acid (Hsamal) have been

synthesized from the reaction between sulfanilamide (sa) and maleic anhydride (mal) and second,

Keywords
“Sulfamoyl proton transfer salt (Hapsamal) has been prepared from 2-aminopyridine (ap) and Hsamal. Four
Compounds” transition metal complexes [Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) and Zn(ll)] of the salt have also been synthesized. The

“2-Aminopyridine” structure of proton transfer compounds have been proposed by using elemantal analysis, 1H-NMR,

13C- — Vi i
“proton Transfer Salt” C-NMR, FT-IR, UV-Vistechniques. The structure of amorphous metal complexes have been proposed

“Metal Complexes” by using elemantal analysis, ICP-OES, FT-IR, UV-Vis, magnetic susceptibility and molar conductivity

“Carbonic Anhydrase techniques. In addition, in vitro studies have been performed to determine the inhibition effects of

Inhibition” synthesized compounds on human erythrocyte hCAl and hCA Il isoenzymes. It has been observed that

synthesized compounds have affected esterase activities of hCAlandhCA Il andthe inhibition values
of these compounds are comparable with the inhibition values of control compound acetazolamide
(AAZ).
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2-Aminopiridin ile (E)-4-Okso-4-((4-siilfamoyilfenil)amino)biit-2-enoik Asitin Tuzu, Yenikaya vd.

1. Giris
Fizik, kimya ve biyokimyada en temel islemlerden
olan proton transfer tepkimeleri, suyun

Oziyonlasmasi, asit-baz notralizasyon tepkimesi ve
enzimkatalizigibi reaksiyonlarda 6nemlibir anahtar
gorevi gorir [MacDonald et al. 2000]. Proton
transfer tepkimelerinde asitin protonu, bazin
ortaklasmamis elektronu tarafindan transfer edilir.
Boylece olusan (+) ve (-) ylklerin bir araya gelerek
olusturduklari tuzlara proton transfer tuzlari denir.
Proton transfer tuzlarinin, metal iyonlar ile
reaksiyona  girerek olusturduklari
kompleksleri genellikle suda ¢ozlinebilen iyonik
bilesiklerdir [Aghabozorg et al. 2008].

metal

inorganik ve organometalik
uygulamalarda selatlama ligandlan  olarak
kullanilmaktadir [Kempte et al. 1996; Fuhrmann et
al. 1996; Téllez et al. 2008]. 2-Aminopiridin ve
tlrevleri, ¢ogu durumda halkanin azot atomu
yoluyla metal iyonlarina tek disli ligant [Yenikaya et
al. 2009; Mei et al. 2009; Lah et al. 2001;. Mistri et

al. 2013] olarak baglansada; bazi¢calismalarda amino

2-Aminopiridinler

grubunun da yer aldigi koordinasyon durumlan
vardir [Poddarand Agarwala 1973; Raso et al. 1999]

Silfamoyil grubu iceren bilesiklerin, antimikrobiyal,
antidiyabetik, antienflamatuar, enzim inhibitor,
antagonist ozellikleri, enfeksiyon tedavisi, sitma
tedauvisi, agrikesici, meniskis ve romatizma tedavisi
gibi calisma alanlarinda bol miktarda kullanildigini
literatirde gorebilmekteyiz [R.G. Allen et al. 1998;
Prescott and Baggot 1993; Bywater 1991; Supuran
et al. 2000; Yenikaya et al. 2010; Yenikaya et al.
2011]. Glokom; optik sinir basinin doéntsiimsiz
hasarina neden olan yiiksek goz i¢i basinc ile
karakterize edilen, gérme fonksiyonunun kademeli
olarak azalmasina bagli korlikle sonuglanan kronik,
dejeneratif bir goz rahatsizligidir [Supuran, 2008].
Glokom  tedavisi icin yapillan c¢alismalar
prostaglandin analoglarinin, beta blockerlann,
adrenerjik ajanlarin, kolinerjik ilaclarin, osmotik
ilaglarin ve karbonik anhidraz inhibitérlerinin bu
hastaligin tedavisinde etkili olduklarinigéstermistir.
Karbonik anhidraz inhibitorleri olarak ise
glinimizde daha c¢ok sidlfonamit tlrevleri
kullanilmaktadir (Netland, 2008).

Bu c¢alismada oOnce silfanilamit (sa) ile maleik
anhidrit (mal) bilesiginin tepkimesi sonucunda
stlfamoyil grubu iceren amid bilesigi literatirdeki
gibi sentezlenmistir [(E)-4-okso-4-(4-
silfamoyilfenil)amino)biit-2-enoik asit, Hsamal]
[Bergmann ve Schapiro 1942]. Daha sonra Hsamal
ile 2-aminopiridin (ap) tepkimesinden proton
transfer  tuzu  bilesigi  Hapsamal  [(E)-2-
aminopridinyum 4-okso-4-(4-silfamoyilfenilamino)
biit-2-enoat] hazirlanmistir [Demirel 2013; Yenikaya
et al. 2016]. Bu tuzun Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) ve Zn(ll)ile
verdigi komplekslerin yapilari aydinlatiimaya
calisilmistir. Ayrica, sentezlenen maddelerin insan
eritrosit karbonik anhidraz (hCA) | ve Il izoenzimleri
Gzerindekiinhibisyon etkilerini belirlemek Gzere in
vitro ¢alismalar yapilmistir.

2. Materyal ve Metot

2. 1. 1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma
Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2. 1. 2 Analizlerde Kullanilan Cihazlar

1H- ve 3C-NMR Spektroskopisi; BRUKER AVANCE
DPX-400, Elementel Analiz Cihazi; LECO CHNS 932,
ICP-OES Cihazi; Perkin Emler 4300 Optima, infrared
Spektrometresi; BRUKER OPTICS VERTEX 70, UV-Vis
SHIMADZU  UV-2550
Manyetik Duyarlilik Cihazi; Sherwood Scientific
Magway MSB MK1, Molar iletkenlik Cihazi; WTW
Cond 315i/SET Model, Erime Noktasi Tayin Cihaz;
STUART SCIENTIFIC, Melting Point SMP3.

cihazi; Spektrometresi,

2. 2 Metot

2. 2. 1 (E)-4-okso-4-(4-siilfamoyilfenil)amino)biit-2-
enoik asit (Hsamal) Sentezi

10 mmol (1.72 g) silfanilamit bir balonda 10 mL kuru
asetonda ¢oziildii. Uzerine 10 mmol (0.980g) maleik
anhidrit kati olarak eklendi. Otuz dakikalik bir
karistirma isleminden sonra reaksiyon ortaminda
¢oken sari renkli kati stiztildi, kuru asetonlayikand
ve kurutuldu (Sekil 1). Elde edilen bilesigin bazi
fiziksel 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir.
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Sekil 1. Hsamal Sentezi

2. 2. 2 Hapsamal Proton Transfer Tuzunun Sentezi
20 mmol (5.40 g) Hsamal bilesigibir balonigerisinde
20 mL etanolde ¢6ziildi. 20 mmol (1.882 g) ap
bilesigi ayr bir balon icerisinde 20 mL etanolde
¢ozuldi. Oda kosullarinda asit c¢ozeltisi baz
¢Ozeltisinin Gizerine damla damla eklendi. 24 saatlik
birkaristirma isleminden sonra reaksiyon ortaminda
¢oken beyaz kati sliziildi, etanol ile yikandi ve
kurutuldu (Sekil 2). Elde edilen tuzun bazi fiziksel
ozellikleri Tablo 1'de verilmistir.
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Sekil 2. Hapsamal Proton Transfer Tuzunun Sentezi

[o}

2. 2. 3 Metal Komplekslerin Sentezi

Proton transfertuzundan 1 mmol (0.364 g) alinarak
10 mL su:etanolde (1:1) ¢6ziildi. Uzerine 0.5 mmol
metal(ll) tuzunun [0.139 g FeS0,.7H,0; 0.1245 g
Co(CH;C00),.4H,0; 0.124 g Ni(CH5C00),.4H,0 veya
0.111 g Zn(CH5C0O0),.2H,0] 10 mL sudaki ¢ozeltisi
damla damlailave edildive 24 saat oda sicakliginda
karistrildiktan sonra metal kompleks ¢ozeltileri 0.1
M NaOH ile pH’1I ayarlandi (pH= 7-8). Sonra gecis
metal kompleks ¢ozeltileri oda kosullarinda iki giin
boyunca karistirilmaya birakildi. Cozelti ortaminda
¢oken metal kompleksleri siiziildi ve kurutuldu
(Sekil 3). Elde edilen kompleks bilesiklerin bazi
fiziksel 6zellikleri Tablo 1'de verilmistir.

‘ e

Metal Kompleksi
M= Fe, Co, Ni, Zn

Sekil 3. Metal Komplekslerinin Sentezi

2. 2. 4 In vitro inhibisyon Galismalari

2. 2. 4. 1 Sentezlenen bilesiklerin hCAl ve hCA Il
izoenzimlerinin esteraz aktivitesi {izerindeki
inhibisyon etkilerinin incelenmesi

Yeni sentezlenen bilesiklerin glokom hastalig
tedauvisi icin klinikte lokal olarak kullanilan miktar
olan %1'lik ¢ozeltileri hazirlanarak insan karbonik
anhidraz | ve Il izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri
izerine inhibisyon etkileri incelenmistir. insan
eritrositlerinden saflastirlan hCA | ve hCA |l
izoenzimleri icin bes farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda esteraz aktivitesi olclimleri
yapilmistir [Verpoorte et al. 1967; Innocenti et al.
2008]. inhibisyon etkisiolan bilesiklerin %Aktivite-[l]
grafikleri cizilerek ICs, degerleri hesaplanmistir.

2. 2. 4. 2 inhibitorlerin inhibisyon sabiti (K)
degerlerinin hesaplanmasi

K; degerlerini bulmak icin eritrosit hCA | ve hCA I
izoenzimlerinin esteraz aktiviteleri lzerinde yeni
sentezlenen bilesiklerin inhibisyon etkileri; enzim
Uzerine ilave edildigi deneylerde, inhibitorli ve
olarak  bes  farkl
konsantrasyonu icin esteraz aktivite Ol¢limleri
yapilarak belirlenmistir [Bulbul et al. 2003; Ciftci et
al. 2005]. Her bir inhibitoriin, hCA | ve hCA i
izoenzimleriigin ayri ayri Lineweaver-Burk grafikleri
gizilmistir.  Bu  grafiklerden elde edilen
denklemlerden K; degerleri hesaplanmistir. 3.
BULGULAR ve TARTISMA

3. 1 NMR Spektrumu Sonuglari

3. 1. 1 Hsamal Bilesiginin NMR Spektrumlari
Sentezlenen Hsamal bilesiginin (Sekil 4) DMSO-ds
icerisinde IH-NMR  ve  BC-NMR
spektrumundaki kimyasal kayma degerleri Tablo

inhibitorsiz substrat

alinan
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2’de verilmistir. Literatlirde bulunan degerler ile
uyumludur [Yenikaya et al. 2016].
Tablo 1. Sentezlenen bilesiklerin bazi fiziksel 6zellikleri

Bilesik Renk Mol Kiitlesi Erime Noktasi (°C) Verim(%)
(g/mol)
Hsamal Sari 270.26 198-201 90
ap Beyaz 94.11 122-126 -
Hapsamal Beyaz 364.38 187-188 92
[Fe,(samal)(H,0);(0H)s] Kahverengi 501.01 213* 43
[Co,(samal)(H,0);(0OH),].H,0 Mor 493.20 268* 56
[Ni,(samal)(ap),(OH)4(H,0)] Yesil 660.91 328* 37
[Zn,(samal)(ap)(OH);] Beyaz 545.15 307* 61

* bozunma noktasi

Hsamal bilesiginin *H-NMR spektrumunda (Tablo 2);
7.80 ppm’de gozlenen 4H’lik tekli pik benzen
halkasindaki hidrojenlerden (2H8, 2H?)
kaynaklanmaktadir. 6.50 ppm (H3, 3J5.44 = 11.96 Hz)
ve 6.36 ppm’de (H*, 3Jysns= 11.95 Hz) gbzlenen
1H’lik doublet pikler alken protonlarindan (-CH=CH-)
kaynaklanan piklerdir. Bu hidrojenlerin Hz degerleri
yaklasik 12 olmasi yapinin trans pozisyonda
oldugunu gostermektedir [Williams ve Fleming
1989; Yenikayaetal. 2016]. Yapida bulunan -SO,NH,
hidrojenleri (H'?) ve amit hidrojeni (H®) sirayla 7.30
ppm’de 2H’lik tekli ve 10.80 ppm’de 1H’lik tekli pik
olarak gozlenmistir. Yapidaki karboksil grubunda
bulunan proton (H?) ise 12.90 ppm’de 1H’lik tekli
olarak gézlenmistir. Ornek c¢ozeltisi izerine D,O
ilavesinden sonra ¢ekilen *H-NMR spekturumunda;

HY, H® ve H'? hidrojenleri gozlenmemistir [Yenikaya
etal. 2016].

Hsamal bilesiginin*C-NMR spektrumunda (Tablo 2);
168 ppm’de gozlenen pik karboksil grubundaki
karbon atomuna (C200°) ve 164 ppm’de gbzlenen
pik ise amid grubuna bagh karbon atomuna (C°)
aittir. 142 ppm’de gozlenen pik benzenin —SO,NH,
grubunabagli karbon atomundan (C*°), 139 ppm’de
gbzlenen pikise benzenin —NH grubuna baglikarbon
atomundan (C’) kaynaklanmaktadir. Yapida bulunan
digeraromatik karbon atomlari 132 (C8) ve 131 (C)
ppm’de ortaya ¢cikmistir. Alken karbon atomlari ise
119 (C*) ve 137 (C3) ppm’de gbzlenmistir [Yenikaya
etal. 2016].

Tablo 2. Hsamal bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektrumunun kimyasal kayma degerleri & (ppm)

lon

o 9
I
N——S NH
12 1 | 10 6

9
H? 12.9 (1H,s) C? 168 ppm
H3 6.50 (1H, d) [3JH3-H4 =11.96 HZ] C3 137 ppm
H 6.36 (1H, d)[*Jnans = 11.95 Hz] ct 119 ppm
He 10.8 (1H, s) c 164 ppm
H8, H® 7.80 (4H, s) c’ 139 ppm
H? 7.30 (2H. s) ce 132 ppm
c 131 ppm
cto 142 ppm

AKU FEMUBID 16 (2016) 011202
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5. 1. 2 Hapsamal Bilesiginin NMR Spektrumlar

Sentezlenen Hapsamal bilesiginin (Sekil 5) DMSO-dg
icerisinde  alinan H-NMR 13C-NMR
spektrumundaki kimyasal kayma degerleri Tablo

ve

3'de verilmistir. Literatirde bulunan degerler ile
uyumludur [Yenikaya et al. 2016].

Hapsamal proton transfer tuzunun !H-NMR
spektrumunda (Tablo 3); 7.90 ppm (H*8, [3Jy15.n17 =
5.07 Hz, *Jy15.116 ~ 3.00 Hz]) ve 6.50 ppm’de (HT,
[3Juisiis = 8.41 Hz, *yis.m1s = 2.88 Hz]) gbzlenen
1H'lik ikili-ikili piklerile 7.42 ppm (H7, [3Jy17- 118,416 =
7.20 Hz, *Jyy17.415 = 2.98 Hz]) ve 6.50 ppm’de (H,
[BJh16.n17 015 = 8.72 Hz, “Jp16.118 = 2.69 Hz]) gozlenen
1H'Iik UGgli-ikili pikler tuzdaki piridin halkasinin
hidrojenlerinden kaynaklanmaktadir. Tuzdaki piridin
halkasinda bulunan amin grubu protonlari(H*°) 6.20
ppm’de 2H’lik tekli olarak gézlenmistir. 6.36 ppm
(H3, 3Jus.ha = 12.14 Hz) ve 6.33 ppm’de (H*, 34403 =
12.11 Hz) gelen 1Hlik ikili pikler alken
protonlarindan (-CH=CH-) kaynaklanan piklerdir.Bu
hidrojenlerin Hz degerleri yaklasik 12 olmasiyapinin
trans pozisyonda oldugunu gostermektedir
[Williams ve Fleming 1989; Yenikaya et al. 2016].
7.80 ppm’de gozlenen 4H'lIik tekli pik (2H8, 2H?)

tuzdaki samal
hidrojenlerden
gruptaki amit hidrojeninden (H®) kaynaklanan pik
11.3 ppm’de 1Hlik tekli olarak ortaya g¢ikmigtir.

grubunun benzen halkasindaki

kaynaklanmaktadir. Yine ayni

Sulfamoyil grubunda bulunan hidrojenlerden (H%?)
kaynaklanan pik ise 7.30 ppm’de 2H’lik tekli olarak
gozlenmistir. Tuzda yaklasik 13 ppm civarinda
beklenen Hsamal’a ait -COOH hidrojeni (HY)
gozlenememistir. Bu hidrojenin ap’deki N¥e
transfer oldugu dustntlmektedir (H®3). NMR
spektrumu icin hazirlanan tuz ¢ozeltisinde asidik
H'nin Hls=H!3
disunulmektedir. Bu nedenle H! veya H* NMR
spektrumunda goézlenememistir. Ayni tuzun kati
ornek ile FT-IR spektrumu alindiginda H**’in varlig
belirlenmistir. Bu c¢alismada hazirlanan proton
transfer tuzunun; ap ve Hsamal orani 'H-NMR
spektrumundaki integrasyon oranlarindan
yararlanarak 1:1 olarak bulunmustur. Ornek
¢Ozeltisi Uzerine D,0 ilavesinden sonra ¢ekilen H-
NMR spekturumunda H¢, H'2 ve H!® hidrojenleri de
doteryumile yerdegistirdikleriicin gozlenememistir
[Yenikaya et al. 2016].

tersinir tepkimesine ugradig

Tablo 3. Hapsamal proton transfer tuzunun *H-NMR ve *C-NMR spektrumunun kimyasal kayma degerleri

d(ppm)
16
177X 15 (|)| 8
R N7 1A ]l-\lgHz 1?ZN_lS| . !
H 0] 8
H® 6.20 (2H,s) c? 168 ppm
H8 7.90 (1H, dxd) [*Jigas = 5.07 Hz, “y1g.16 = 2.38 Hz] c 127 ppm
HY7 7.42 (1H, txd) [¥Ju17.18 = 7.20 Hz, “Jy1715 = 2.98 Hz] ct 119 ppm
H1é 6.50 (1H, txd) [*Jn16.17,15 = 8.72 Hz, *Jy16.18 = 2.69 Hz] c® 164 ppm
Hs 6.50 (1H, dxd) [*Jrs.16 = 8.41 Hz, “Jy1s.47 = 2.84 Hz] c’ 139 ppm
H3 6.36 (1H,d) [3Jys = 12.14 Hz] cs 131 ppm
H 6.33 (1H,d) [*Jua = 12.11 Hz] o 132 ppm
He 11.3 (1H, s) co 142 ppm
HE H° 7.80 (4H, s) cH 159 ppm
H? 7.30 (2H, s) ct 138 ppm
H3 Gozlenemedi cte 109 ppm
cY 112 ppm
c 147 ppm
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Proton Transfer Tuzun 3C-NMR spektrumunda
(Tablo 3); 168 ppm’de gozlenen pik karboksil
grubundaki karbon atomuna (C200°) ve 164 ppm’de
gozlenen pik ise amid grubuna bagh karbon
atomuna (C°) aittir. 142 ppm’de gozlenen pik
—SO,NH, grubuna bagh karbon
atomundan (C°), 139 ppm’de gbézlenen pik ise

benzenin

benzenin—-NHgrubuna baglikarbon atomundan (C’)
kaynaklanmaktadir. Yapida bulunan aromatik
karbon atomlari 159 (C#), 147 (C*®), 138 (C*°), 132
(C%), 131 (C?), 112(C'7) ve 109 (C®) ppm’de ortaya
ctkmistir. Alken karbon atomlariise 119 (C*) ve 127
(C3) ppm’de gozlenmistir [Yenikaya et al. 2016].

5. 2 FT-IR Sonuglari

Hapsamal proton transfertuzu, baslangic maddeleri
(sa, mal, Hsamal ve ap) ve metal kompleks
bilesiklerinin FT-IR degerleri Tablo 4'de verilmistir.
Spektrumlarda Sekiller 4-9°da Onerilen yapilan
destekleyen titresim bantlari mevcuttur.
Hapsamal proton FT-IR

v(N-H)

tuzunun
2016];

transfer
spektrumunda [Yenikaya et al.

gerilmelerinden kaynaklanan siddetli titresim
bantlari 3442 ve 3303 cm™, Hsamal da 3352, 3263
ve 3212 cm™, ap’de 3447 ve 3307 cm ' g6zlenmistir.
Tuzda 2707 ve 2549 cm™de gozlenen zayif titresim
bantlarinin v(N*-H) goézlenmesi Onerilen yapiyi
desteklemektedir (Sekil 4) [Cook, 1961].
baslangic maddelerinin yapilarindaki alken ve

Tuz ve

aromatik v(C-H) gerilmelerinden kaynaklanan zayif
titresim bantlari, 3060-3013 cm™ ve 3083-3063 cm™
araliginda ortaya ¢cikmaktadir. v(C=0) gerilmelerinin
titresim bantlariHsamal’da 1630 cm™ (amit) ve 1695
cm? (asit)’de gozlenirken, Hapsamal’da 1633 cm?®
1677 cm? (asit)
1581-1401 cm? araligindaki titresim bantlan
yapilardaki v(C=N) ve v(C=C) gerilmelerinden
kaynaklanmaktadir. Hsamal ve Hapsamal 1438-1094

(amit) ve gozlenmektedir.

cm? araliginda gozlenen titresim bantlar ise
yapidakiv(S=0) gerilmelerinden kaynaklanmaktadir
[Gowda et al. 2002]. Ayrica ap ve Hapsamal’da
piridin halkasinin dalgalanma titresim piki sirasiyla

751 ve 768 cm'' de gozlenmistir.

Tablo 4. Hapsamal tuzu ve metal komplekslerinin FT-IR bandlari (cm™?)

sa mal Hsamal ap Hapsamal Fe Co Ni Zn
v(OH) - - 2900(br) - - 3394(br) 3433(br) 3416(br) 3409(br)
v(NHy)  3478(m) - 3352(m) 3447(m)  3432(m)  3359(m) - 3303(m) 3305(m)
3375(m) 3263(m) 3307(m) 3303(m) 3313(m) 3272(m)  3272(m)
3267(m) 3212(m) 3296(m) 3235(m)  3239(m)
3216(m) 3251(m) 3113(m) 3180(m)
v(NH)* - - - - 2707(w) - -
2549(w)
v(C-H)ar  3063(w) - 3068(w) 3073(w)  3083(w) 3067(w) 3076(w) 3060(w) 3072(w)
V(C-H)ak. - 3060(w) 3013(w) - 3041(w) 3045(w)  3060(w) 3052(w) 3044(w)
v(C=0)amit - - 1630(s) - 1633(s) 1638(s) 1634(s) 1630(s) 1638(s)
v(C=0)asit - 1783(s)*  1695(s) - 1677(s) 1655(s)  1667(s)  1674(s)  1667(s)
v(C=N) 1629(s)  1591(s)  1549(s)  1601(s) 1581(s) 1578(s)  1591(s)  1592(s)  1637(s)
v(C=C) 1595(s) 1566(s) 1496(s)  1561(s) 1561(s) 1561(s) 1562(s) 1563(s) 1561(s)
1557(s) 1462(s) 1468(s) 1492(s) 1496(s) 1544(s) 1545(s) 1493(s) 1497(s)
1503(s) 1425(s)  1443(s) 1408(s) 1487(s)  1493(s) 1435(s)
1458(s) 1401(s)
v(S=0) 1438(s) - 1397(s) - 1368(s) 1438(s) 1357(s) 1405(s) 1390(s)
1313(s) 1317(s) 1333(s) 1313(s)  1260(s)  1322(s)  1348(s)
1143(s) 1193(s) 1161(s) 1143(s)  1153(s)  1155(s)  1159(s)
1094(s) 1093(s) 1094(s) 1094(s) 1093(s) 1097(s) 1091(s)
v(Py) - - 751(s) 768(s) - - 768(s) 695(s)
v(M-0) - - - - 565(s) 520(w)  548(w) 556(w)
v(M-N) - - - - 422(s) 431(w)  477(w) 468(w)

*anhidritin v(C=0) gerilmesi.
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Metal komplekslerinin FT-IR  spektrumlarinda
yapidaki su ve (OH) gruplarindan kaynaklanan v(O-
H) titresimleri 3433-3394 cm? araliginda
gozlenmistir. Fe(ll), Ni(ll) ve Zn(ll) metal
kompleksleri icin v(N-H) grubundan kaynaklanan
gerilim pikleri  3359-3103 cm? araliginda
godzlenmistir. Co(ll) metal kompleksinde ise v(N-H)
grubundan kaynaklanan gerilim pikleri yayvan v(O-
H) gerilim piklerinin altinda kaldigi igin
gozlenememistir. komplekslerinin
onerilen yapilarindaki alken ve aromatik v(C-H)

Tim metal

gerilmelerinden kaynaklanan zayif titresim bantlan,
3060-3035 cm* ve 3076-3060 cm™ araliginda ortaya
cikmaktadir. v(C=0) gerilmesinin titresim bantlan,
Fe(ll) kompleksiigin 1638 cm™ (amit) ve 1655 cm™?
(asit), Co(ll) kompleksiicin 1634 cm™ (amit) ve 1667
cm? (asit), Ni(ll) kompleksiigin 1630 cm™ (amit) ve
1674 cm? (asit) ve Zn(Il) kompleksiigin 1638 cm?
(amit) ve 1667 cm? (asit) dir. Tum metal
komplekslerinde; 1638-1420 cm? araliginda
aromatik (ve alken) v(C=C) ve v(C=N) gerilmeleri,
1438-1091 cm? araliginda v(S=0) gerilmeleri
[Gowda et al. 2002], 565-520 cm™ ve 477-422 cm?

araliginda M-O ve M-N gerilmeleri gézlenmistir.
Ni(ll) ve Zn(ll) komplekslerinde piridin halkasina ait
dalgalanma titresimi 768-695 cm™? araliginda
gozlenirken, bu pikler Fe(ll) ve Co(ll)
komplekslerinde gdzlenmemistir. Budurum Fe(ll)ve
Co(ll)’nin tuz yerine sadece Hsamal ile kompleks
yaptigini gostermektedir.

5. 3 Elementel Analiz ve ICP-OES Sonuglari
Hapsamal
analizleri ile bunlarin Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) ve Zn(ll)
metal komplekslerinin elementel analiz ve ICP-OES

proton transfer tuzunun elementel

sonuclari Tablo 5'de verilmistir. Deneysel olarak
elde edilen degerlerin hem teorik elementel analiz
degerleri ile hem de diger spektroskopik ¢alismalar
sonucu ortaya konulan yapilar ile uyum icinde
oldugu gostermektedir.

Bu ¢alismada hazirlanan tuzda ap ve Hsamal oranlan
analiz ve NMR sonuglarina gore
belirlenmistir. Buna gére hazirlanan proton transfer

elementel

tuzlarindaki ap:Hsamal birlesme orani 1:1 olarak
bulunmustur.

Tablo 5. Sentezlenen bilesiklerin elementel analiz ve metal iyonu igin ICP-OES sonuglari

% Deneysel

Bilesik Kapali formiilii (% Teorik)
C H N S M

Hsamal C1oH1oN,0OsS 44.46 3.78 10.32 11.85

(44.44)  (3.73)  (10.37)  (11.86) )
Hapsamal CisH16N4,O5S 49.45 4.45 15.40 8.81

(49.44)  (4.43)  (15.38)  (8.80) i
FeHapsamal CioH1gN,04,SFe, 24.00 3.45 5.60 6.43 22.30

(23.97) (3.42) (5.59) (6.40) (22.29)
CoHapsamal CioH18N,04,5Co, 24.35 3.90 5.70 6.55 23.95

(24.35)  (3.88) (5.68) (6.50) (23.90)
NiHapsamal C,y0H26NgOgSNi, 36.37 4.15 12.75 4.83 17.75

(36.35)  (4.12)  (12.72)  (4.85) (17.76)
ZnHapsamal CisH1gN4,OgSZn, 33.08 3.35 10.30 5.90 23.90

(33.05) (3.33) (10.28) (5.88) (23.99)

Elementel analiz ve ICP-OES sonuglarina gore
Hapsamal tuzunun metal komplekslerinde (Tablo 5);
FeHapsamal, NiHapsamal ve
ZnHapsamal komplekslerinde metal:samal:ap orani

CoHapsamal,

ise sirasiyla 2:1:-, 2:1:-, 2:1:2 ve 2:1:1 oldugu

bulunmustur. Bu sonuglardan Fe(ll) ve Co(ll)
komplekslerinde ap ligandi kompleks olusumuna
katilmadigi diisiintilmektedir.

AKU FEMUBID 16 (2016) 011202

47



2-Aminopiridin ile (E)-4-Okso-4-((4-siilfamoyilfenil)lamino)biit-2-enoik Asitin Tuzu, Yenikaya vd.

5. 4 UV-Vis Sonuglan

Baslangicmaddeleri (ap ve Hsamal), proton transfer
tuzu (Hapsamal) ve metal komplekslerinin DMSO
¢ozlclisii iginde alinan UV-Visible elektronik
gecisleri ve g, degerleri Tablo 6'da verilmistir.
Hapsamal ve metal komplekslerinin DMSO iginde
alinan spektrumlarinda n->n* elektronik gegisleri
Hapsamal icin 315 ve 309 nm; Fe(ll) kompleksi icin
288 ve 273 nm; Co(ll) kompleksiicin 379ve 284 nm;
Ni(ll) kompleksi icin 383 ve 296 nm ve Zn(ll)
kompleksiicin 292 ve 285 nm olarak gdzlenmistir.
Komplekslerdeki metal iyonunun d->d elektronik
gecisleri, Fe(ll) kompleksi icin 728 nm; Co(ll)

kompleksiicin 776 nm; Ni(ll) kompleksiicin 764 nm
ve Cu(ll) kompleksi icin 745 nm’de gézlenmistir.
Zn(Il) kompleksinde, Zn(ll) iyonu d° yapili oldugu
icin d—>d gecisi gozlenmemistir [Yenikaya et al.
2010; ilkimen et al. 2013].

GCaligsilan tim bilesiklerin  UV-Vis spektrumlan
n->mn* elektronik gegislerine
Bu gegcislerin, siddetli m—>m*
gecislerinin altinda kaldigi diistinilmektedir. Ayrica
n—>n* ve d->d gecis siddetlerinin (g,) beklenen
degerler araliginda oldugu gozlenmistir.

incelendiginde,
rastlanmamustir.

Tablo 6. Sentezlenen bilesiklerin DMSO igindeki UV spektrumlari(nm(eo))

ap Hapsamal Hsamal Fe Co Ni Zn

327(43400) 315(37760) 301(43400) 288(26470) 379(210)  383(440)  292(13650)

303(43400) 309(31090) 290(33540) 273(6490)  284(1730) 296(4290) 285(12710)
728(20) 776(60) 761(350) -

5. 5 Manyetik Duyarlilik Sonuglan ve Molar
iletkenlik Sonuglari

Sentezlenen metal komplekslerinin deneysel ve
teorik manyetik duyarlilik sonuglar Tablo 7'de
verilmistir. Deneysel olarak elde edilen degerler ile
teorik degerler Sekiller 6-9°da 6nerilen yapilarin
uyum igerisinde oldugu gozlenmistir.

Sentezlenen [Fe,(samal)(H,0)s(0H);],
[Co,(samal)(H,0);(0OH),].H,0,

[Niz(samal)(ap),(OH)4(H,0)] ve
[Zn,(samal)(ap)(OH);] komplekslerin metal atomu
basina diisen manyetik duyarliligi deneysel olarak
sirasiyla 4.87, 3.85, 2.80 ve 0 BM bulunmustur. Bu
degerler komplekslerde sirasiyla 4, 3, 2 ve 0
eslesmemis elektron sayilariniisaret eder(Tablo 7).
Buradan, Fe(ll) iyonunun d®, Co(ll) iyonunun d’, Ni(ll)

iyonunun d® ve Zn(ll) iyonunun d° elektronik
dagilimina sahip oldugu séylenebilir. Bunlar Sekiller
6-9’da 6nerilen yapilari desteklemektedir.

DMSO c¢ozlicist icinde (102 M) yapilan iletkenlik
élclimleri Tablo 7'de verilmistir. iletkenlik dl¢limleri
sonucunda (FeHapsamal kompleksi harig) diger
bitun komplekslerin iletkenlikleri 3.8-11.2 pS/cm
araliginda gozlenmistir (Tablo 7). Bu sonuglar

kompleks vyapilarinin  beklendigi gibi iyonik
olmadigini gostermektedir. Fehapsamal
kompleksinin iletkenligi 37.5 pS/cm olarak

bulunmustur. Bu sonuca gore kompleksin 1:1 (+1
yukl bir iyon, -1 yikld bir iyon) iyonik oldugunu
bulunmustur [Geary 1971] ve bunlarda Sekiller 6-
9’da 6nerilen yapilari desteklemektedir.

Tablo 7. Sentezlenen metal komplekslerinin iletkenlik ve manyetik duyarhilik degerleri

Manyetik duyarhhk lletkenlik
degerleri (BM) degerleri (Q)
Moeneysel  Mreorik N d* DMSO
[Fe,(samal)(H,0);(0OH);] 8.95 48 4 d° 37.5
[Co,(samal)(H,0)5(OH),].H,0 6.80 387 3 d’ 11.2
[Ni,(samal)(ap),(OH)4(H,0)] 4.84 282 2 d® 3.8
[Zn,(samal)(ap)(OH);] 0 0 0 dw 4.0
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*(BM: Bohr magnetonu, n: ortaklasmamis elektron sayisi, Q: uS/cm)

5. 6 In vitro inhibisyon Calismalarinin Sonuglari
Baslangic maddelerinin (sa, mal, Hsamal, ap),
sentezlenen proton transfer tuzunun (Hapsamal),
metal komplekslerinin ve kontrol bilesigi olan
asetazolamidin (AAZ) karbonik anhidrazizoenzimleri
olanhCA1lve hCAIll’nin esteraz aktivitesiGzerindeki
inhibisyon etkileri in vitro olarak calisilmistir. Elde
edilen sonuglarin literatiirde bulunan benzer
calismalar ile uyumlu oldugu gbze carpmaktadir
[Yenikaya et al. 2016].

Bu calismalardan elde edilen sonuclar mal ve ap’nin
karbonik anhidraz izoenzimleri olan hCA | ve hCA I
Uzerinde herhangi bir inhibisyon etkisine sahip
olmadigini géstermistir. sa, Hsamal ve sentezlenen
tirev bilesikleriise bu enzimler Gizerinde inhibisyon
etkisi gostermistir. Tablo 8deki degerlere
bakildiginda Hsamal’in inhibisyon etkisinin zayif
oldugu, ancak proton transfer tuzunun ise kayda
deger bir sekilde giicli inhibisyon etkisi gbsterdigi
anlasilmaktadir [Yenikaya et al. 2016].
transfer tuzunun metal kompleksleri de tuzun
kendisine sekilde glclid inhibisyon
potansiyeline sahiptir. Bu degerler kontrol bilesigi

Proton

benzer

olan AAZ ile kiyaslandiginda yeni sentezlenen
bilesiklerininhibisyon etkisinin AAZ ile kiyaslanabilir
blyuklikte oldugu gorilmektedir. Proton transfer
tuzu ve metal komplekslerinin ICso ve K; degerleri
arasinda c¢ok biyik farkliliklar bulunmamakla
birlikte en glgli inhibisyon etkisini NiHapsamal
bilesigi gostermistir (hCA Ive hCA Il icin esterazCs,
degerleri sirasiyla 0.80 ve 0.25 uM, K; degerleriise
0.30 ve 0.13 pM'dir.). Ayrica bu bilesigin iki kat
secicilik ile hCA 1l ye karsi en secici bilesik oldugu
aclkca gorilmektedir. Metal kompleksleriarasinda
CoHapsamal bilesigi en zayif inhibisyon etkisine
sahiptir. Ayrica proton transfer tuzunun Fe(ll) ve
Zn(Il) komplekslerinin hCA | ve hCA Il (izerinde ayni
inhibisyon sabitlerine sahip olduklari gériilmektedir
(Tablo 8). Metal komplekslerinin inhibisyon
degerleri arasindaki bu farkliliklar ligantin baglanma
sekline ve baglanan ligant sayisina gore
degisebilmektedir. Sonugolarak bilesiklerinhCA | ve
hCA Il Gizerinde gli¢ll inhibisyon potansiyeline sahip
olmasi, glokom tedavisi icin daha ileri calismalar
olan in vivo c¢alismalarda da kullanilabilecegini
gostermektedir.

Tablo 8. Hapsamal tuzu ve metal komplekslerinin in vitro inhibisyon calismalarindan elde edilen esteraz ICs,

ve K; degerleri

Esteraz ICs, (UM) Ki(uM)

Madde hCAI hCAIl hCAI hCAIll

AAZ 0.42 0.31 0.26 0.14

sa 28.14 5.36 26.32 4.14

mal inhibe etmedi

Hsamal 164.37 151.21 102.00 93.41

ap inhibe etmedi

Hapsamal 0.77 0.64 0.22 0.19

FeHapsamal 1.53 1.32 0.81 0.78

CoHapsamal 2.06 2.10 121 1.05

NiHapsamal 0.80 0.25 0.30 0.13

ZnHapsamal 1.26 0.76 0.81 0.78
6. SONUCLAR Proton transfertuzu ve gecis metal komplekslerinin
Bu ¢alismada,  2-aminopiridin  ile  3-(4- tamamiamorf halde elde edilmistir. Proton transfer
silfamoyilfenil)amino)biit-2-enoik asitin  proton tuzunun yapisi elementel analiz, *H-NMR, 3C-NIVR,

transfer tuzu (Hapsamal) ve bunun Fe(ll), Co(ll),
Ni(ll) ve Zn(ll) metal kompleksi sentezlenmistir.

FT-IR ve UV-Vis metotlari ile ge¢is metal

komplekslerinin yapilari ise, elementel analiz, ICP-
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OES, FT-IR, UV-Vis, manyetik duyarhlik, molar
iletkenlik, yik denkligi ve daha 6nceki calismalarile
onerilmistir [Ceyhan 2013; Shah et al. 2012; Ashok
et al. 2007; Lazarou et al. 2008].

Sentezlenen tim maddeler DMSO, DMF gibi polar
¢ozlclilerde ¢ozlinmektedir.

Hsamal ve Hapsamal DMSO-d; icerisinde alinan H-
NMR ve 3C-NMR spektrumlan incelenerek,
protonlarindan kaynaklanan kimyasal kayma
degerleri ile yapilari agiklanmistir.

Deneysel olarak elde edilenelementel analiz ve ICP-
OES sonuglari spektroskopik ¢alismalar sonucunda
onerilen yapilardan hesaplanan element miktarlan
ile uyum icerisindedir. Bu calismada hazirlanan
tuzun da ap ve Hsamal orani elementel analiz ve
NMR sonuglarina gore belirlenmistir. Buna gore
hazirlanan proton transfer tuzundaki Hsamal:ap
orani 1:1 olarak bulunmustur. Elementel analiz ve
ICP-OES sonuglarina gére FeHapsamal, CoHapsamal,
NiHapsamal ve ZnHapsamal, komplekslerinde
metal:asit:baz oraniise sirasiyla 2:1:-, 2:1:-, 2:1:2 ve
2:1:1  olarak bulunmustur. FeHapsamal, ve
CoHapsamal metal komplekslerinde ap kompleks
olusumuna katilmamustir.

Bu calismada sentezlenen Hsamal ve tuzun IR
spektrumlarina bakildiginda v(N-H) gerilmelerinden
kaynaklanan pikler goézlenmistir. Tuzda v(N*-H)
titresim bandinin  goézlenmesi 6nerilen yapiyi
desteklemektedir. Metal komplekslerinde tuzda
gozlenen v(N*-H) pikleri gézlenmemistir. v(N-H)
grubundan kaynaklanan gerilmeler ise vya
spektrumda gozlenmis yada yayvan OH piklerinin
altinda kaldigi icin gbzlenememistir. Bu sonuglarda
kompleks bilesiklerin tuzun yapiminda kullanilan
asit veya baz tamamlayict iyon seklinde
bulunmadigini gostermektedir. Bu da Onerilen

yapilari desteklemektedir.

Baslangic maddeleri, proton transfer tuzlari ve
metal komplekslerinin DMSO igerisinde alinan UV-
Visible spektrumlariile n->mnt* elektronik gecisleri ve
metal komplekslerdeki metal iyonlarinin d->d

gecislerinin dalga boylari belirlenmis ve bu gecisler
g, degerleri ile desteklenmistir.

Metal
calismalarinda; metal iyonlarinin Fe(ll) (d®), Co(ll)
(d”), Ni(ll) (d®) ve Zn(ll) (d*°) seklinde kaldigi ve
sirasiyla dort, Ug, iki ve sifir tane eslesmemis

komplekslerinin ~ manyetik  duyarlilik

elektron tasidigl gbézlenmistir. Bu sonuclar diger
spektroskopik analizler ile uyum icerisindedir.

iletkenlik sonucunda

kompleksi

(FeHapsamal
bitin komplekslerin

Olclimleri
harig) iyonik
olmadigi, FeHapsamal kompleksiise 1:1 (+1 yikli bir

iyon, -1 ylkli biriyon) iyonik oldugu bulunmustur.

In vitro c¢alismalar sonucunda yeni sentezlenen
bilesiklerin karbonik anhidrazizoenzimleri olan hCA
I ve hCA Il izerinde inhibisyon etksine sahip oldugu
gozlenmistir. Bumaddelerininhibisyon degerlerinin
kontrol bilesigi olan asetazolamid (AAZ)'in
inhibisyon degerleri ile kiyaslanabilir buylklikte
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, sentezlenen
bilesiklerin ilag gelistirme ¢alismalarinda daha ileri
safhalarolan in vivo calismalarda kullaniimaya aday
olduklarini géstermektedir.

Bu calismada sentezlenen baslagic maddesi
(Hsamal), proton transfertuzu (Hapsamal) ve metal
komplekslerinin (FeHapsamal, CoHapsamal,
NiHapsamal ve ZnHapsamal) yapilari Sekiller 4-9'da
sirastyla verilmistir. Bu yapilarin dnerilmesinde,
yukaridatartisilan deneysel sonuclar, ylik denkligi ve
daha Once vyapilmis benzer c¢alismalar dikkate
alinmistir [Ceyhan 2013; Shah et al. 2012; Ashok et

al. 2007; Lazarou et al. 2008].

H (0]

HO ﬁ
/ HN 4@—5— NH,
o) H ol

Sekil 4. Hsamal bilesiginin yapisi
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w || o O
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Sekil 6. FeHapsamal kompleksinin yapisi

OH,
H,0, 0----C0----OH

HZO----‘éq----O / "o

0
/ H,0
o

HZN—L—Q— NH
I

Sekil 7. CoHapsamal kompleksinin yapisi

(0]

Sekil 8. NiHapsamal kompleksinin yapisi

S o) OH
// \O\ O’ lll
0 \ 0----Z0----OH
N = "oH

Sekil 9. ZnHapsamal kompleksinin yapisi
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