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OZET

Bu  ¢alismada, etil  {5-[(2-(4-klorobenzilsulfanil)-4-klorotiyazol-5-il)metilen]-2,4-diokso-
tivazolidin—3-il}asetat bilesigi sentez edilmis ve yapisi IR, 'H-NMR, mass and elementel analiz bulgular:
ile aydinlatilmistir. Sentez edilen bilesigin, in-vitro ortamda spektrofotometrik olarak sigan bébrek AR int
inhibe etme giicii test edilmistir. Sentez edilen bilesik % 6.51+0.97 inhibitor aktivite géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Tiyazolidin-2,4-dionlar, tiyazol tiirevieri, aldoz rediiktaz inhibitor etki

ABSTRACT

In this study, ethyl {5-[(2-(4-chlorobenzylsulphanyl)-4-chlorothiazole-5-yl)methylene]-2,4-dioxo-
thiazolidine—3-yl}acetate compound was synthesized and its structure has been elucidated by IR, 'H-NMR,
mass spectra and elementary analysis. The synthesized compound was tested for its ability to inhibit rat

kidney AR by an in-vitro spectrophotometric assay. Synthesized compound showed inhibitory activity,

6.51%0.97 %.
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GIRIS

Diabetes mellitus insiilin sekresyonu, etkinligi ya da ikisinde birden meydana gelen
fonksiyon bozukluklarma bagli gelisen hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliklar
grubudur (1-3). Diyabet sonucu ortaya ¢ikan kronik hipergliseminin 6zellikle goz, bobrekler, sinir
sistemi, kalp ve damar sisteminde uzun vadede meydana getirdigi hasar ve fonksiyon bozuklugu,

hastaliga bagh yliksek morbidite ve mortalite yaninda biiyiik bir mali yiik de getirmektedir (4,5).

Sinir, glomeriil, lens ve retina gibi insiiline bagli olmayan dokularda hiicre i¢i glukoz
seviyesi hiperglisemiye baglh olarak yiikselir. Poliol yolunun en 6nemli enzimi olan ve bu yolun
aktivitesini sinirlayan aldoz rediiktaz enzimi glukozu sorbitole doniistiiriirken, diger bir enzim olan
sorbitol dehidrogenaz, sorbitolii fruktoza ¢evirir (Sekil 1) (6). Sorbitol hiicre zarin1 gegemediginden
hiicre i¢inde birikir. Sorbitol birikimi, ozmotik etkilerle piridin niikleotidlerinin redoks durumunu
degistirereck (NADH/NAD+ oraninda ve protein kinaz C’de artig) hiicre i¢i miyoinositol
seviyelerini azaltir. Bu durum doku hasarina neden olur. Hiperglisemiye uzun siireli maruz kalma
kollajen, intraseliiler proteinler ve niikleik asitler gibi stabil makromolekiillerde kiimiilatif ve

giderek artan tarzda irreversibl degisiklere neden olur (7,8).

aldoz rediiktaz sorbitol dehidrogenaz
Glukoz / \ » Sorbitol / \ » Fruktoz
NADPH NADP” NAD' NADH

Sekil 1. Poliol yolagi.

Aldoz rediiktaz enzim (ARE) inhibitorleri, 6zellikle bobrek, periferal sinirler ve goz mercegi
gibi dokularda sorbitol birikimini baskilamak i¢in gelistirilmistir. Ag1z yoluyla kullanilan ARE
inhibitorleri, kimyasal olarak iki ana grupta toplanmigtir: siklik imidler (¢ogunlukla hidantoinler,
ornek olarak Sorbinil) ve karboksilik asidler (Ornek olarak Tolrestat, Epalrestat) (Sekil 2).
Karboksilik asitler in vitro ortamda ¢ok aktif olmalarina ragmen in vivo ortamda siklik imidlerden

daha az aktiviteye sahiptirler (9, 10).

2,4-Tiyazolidindion (2,4-TZD)’lar, tip 2 diyabet ve obezitenin her ikisinin tedavisinde
kullanilmasi beklenen, yeni gelistirilmis oral antidiyabetik bilesik grubudur (11-13). Pioglitazon,



Ankara Ecz. Fak. Derg., 35 (4) 245 - 254, 2006 247

roziglitazon (Sekil 2), giiniimiizde tip 2 diyabet tedavisinde oral olarak kullanilan 2,4-TZD sinifi
bilesiklerdir. Diger taraftan, 2,4-TZD’lardan bazilarinin antihiperglisemik ve ARE inhibitor olarak
ikili aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir (10, 14). Ayrica giiniimiizde, CT-112 (5-[3-etoksi-4-
pentiloksifenil]-2,4-tiyazolidindion) bilesigi (Sekil 2) 2,4-TZD yapisindadir ve gozde topik ARE
inhibitorii olarak kullanilmaktadir (15, 16). Bunlara ilaveten, ¢esitli 5-ariliden-2,4-TZD’larin ve
2,4-TZD halkasinin azot atomunda asetik asit ve asetik asit esteri tasiyan molekiillerin aldoz

rediiktaz enzim inhibisyonu yaptig1 kaydedilmistir (17).
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Aldoz rediiktaz inhibitdr aktivite i¢in bir molekiiliin tasimasi gerekli farmakofor gruplar;
asidik proton, hidrojen bagi akseptor gruplari ve aromatik bolge olarak belirtilmistir. Aromatik
halkanin hidrojen bag1 yapma kapasitesinin AR inhibitor etki giiciinil artirma yoniinde destekledigi

belirtilmektedir (18, 19).

2,4-TZD, sorbinilin (ARE inhibitorii) yapisinda bulunan hidantoin halkasinin biyoizosteridir.
Molekiile, 2,4-TZD yapis1 getirilerek hidantoin halkasina bagli asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin
giderilmesi amaciyla, ARE inhibitorii-2,4-TZD tiirevi bilesikler tasarlanarak bu grup iizerinde

caligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir (10, 20).
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Bu calismada, yukaridaki bilgiler dogrultusunda, ARE inhibitor etkiye sahip olacagi
diisiiniilen 2,4-TZD yapisinda, etil {5-[(2-(4-klorobenzilsulfanil)-4-klorotiyazol-5-il)metilen]-2,4-
diokso-tiyazolidin—3-il }asetat bilesigi sentez edilmis ve in-vitro ortamda spektrofotometrik olarak

sican bobrek AR’1n1 inhibe etme giicli test edilmistir.
MATERYAL VE YONTEM

Ergime noktasi Electrothermal 9100 cihazinda tayin edilmistir. Enstriimental analizlerin
tiimii Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda yapilmgtir. IR spektrumu,
Jasco FT/IR-420 spectrometer (Jasco, Tokyo, Japan) aletinde gerceklestirilmisti. 'H NMR
spektrumu VARIAN Mercury 400 FT-NMR spectrometer (Varian Inc, Palo Alto, CA, USA)
cihazinda CDCl; iginde alinmigtir. Tiim kimyasal kayma degerleri & (ppm) olarak verilmistir. Mass
spektrumu Waters Micromass ZQ (Waters Corporation, Milford, MA, USA) aletinde, ESI (+)
yontemi ile gerceklestirilmistir. Elementel analiz Leco CHNS 932 analyzer (Leco, St. Joseph,
USA) cihazinda yapilmistir (degerler £0.4% araligindadir (C, H, N, S)). Kromatografik analizler
Merck Silica Gel 60 (230-400 mesh ASTM) ile gerceklestirilmistir. Sentezlerde kullanilan
kimyasal maddeler E. Merck (Darmstadt, Germany) ve Aldrich (Milwaukee, MI, USA)
firmalarindan temin edilmistir. 2,4-TZD (1) [21], etil 2,4-dioksotiyazolidin-3-il asetat (2) (22) 2,4-
diklorotiyazol-5-karbaldehid (3) [23] ve 2-(4-klorobenzilsulfanil)-4-kloro-tiyazol-5-karbaldehid (4)

[24] kaynaklara gore sentez edilmistir.
Bilesiklerin Sentezleri
2,4-TZD (1) sentezi

2,4-TZD, kloroasetik asit (1.0 mol) ve tiyoiirenin (1.0 mol) 10 ml su igerisinde 40 saat
1sitilmasi ile elde edilmistir E.N. : 125 °C (Kaynak 21 E.N. : 125 °C)

Etil 2,4-dioksotiyazolidin-3-il-asetat (2) sentezi

Etil 2,4-dioksotiyazolidin-3-il-asetat (2) sentezi, tetrahidrofuran i¢inde, 2,4-TZD (1 mol) ve
etil bromoasetatin (1 mol) sodyum hidriir (1 mol) varliginda oda sicakliginda karistirilmas: ile
gergeklestirilmistir E.N. : 44 °C (Kaynak 22 E.N. : 44 °C)

2,4-Diklorotiyazol-5-karbaldehid (3) sentezi

2,4-Diklorotiyazol-5-karbaldehid (2), 2,4-TZD (1) (0.021 mol) ‘nin fosforil kloriir (0.129
mol)’deki ¢ozeltisine, N,N-dimetilformamid (0.021 mol) ilavesi ile sentez edilmistir. E.N. : 48 °C
(Kaynak. 23 E.N. : 48-49 °C).
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2-(4-Klorobenzilsulfanil)- 4-kloro- tiyazol-5-karbaldehid (4) sentezi

2,4-Diklorotiyazol-5-karbaldehid (3) (0.001 mol) ve potasyum karbonat (0.001 mol)
asetonitril (10 ml) i¢inde ¢oziiliir, lizerine 4-klorobenzilmerkaptan (0.001 mol) ilave edilip oda
sicakliginda 12 saat karigtirilir. Uriin kolon kromatografisi ile saflastirilir (silica gel 60 (230-400
mesh ASTM) kullanilan solvan sistemi : heksan : diklorometan (1:1) ). E. N. : 88 °C (Kaynak 24 E.
N. : 96-96.5 °C).

Etil  {5-[(2-(4-Kklorobenzilsulfanil)-4-klorotiyazol-5-il) metilen]-2,4-diokso-tiyazolidin—3-il}

asetat (5) sentezi

2-(4-Klorobenzilsulfanil)-4-kloro- tiyazol-5-karbaldehid (4) (1.56 mmol) ve etil 24-
dioksotiyazolidin-3-il-asetat (2) (1.56 mmol), sodyum asetat (1.56 mmol) asetik asit (0.5 ml) i¢inde
100°C’de 5 saat 1sitildi. Reaksiyon karisimi kloroform ile 3 defa ekstre edildi. Kloroformlu faz
susuz sodyum siilfat {izerinden kurutulduktan sonra rotavaporda yogunlastirildi. Ham {iriin kolon
kromatogafisi ile saflagtirildi (silika gel 60 (230-400 mesh ASTM) kullanilan solvan sistemi:
heksan : diklorometan (1:1) ).

Verim : 0.46 g, % 60.46, ENN.: 130-131 °C, Spektroskopik analizler : IR (KBr, cm™) (C=0) :
1730, 1680; 'H NMR (CDCls, 400 MHz, 5, ppm): 1.28 (t, 3H, CH3), 4.23 (q, 2H, CH,), 4.45 (s, 2H,
S-CH,), 4.82 (s, 2H, N-CH,), 7.30 (d, 2H, 2’, 6’-H), 7.33 (d, 2H, 3’, 5’-H), 8.03 (s, 1H, H-C=C).
MS (ESI) m/z : 490.9 (M+H, %40). Elementel Analiz. C;sH;4C1,N,0,S;

Hesaplanan C:44.17, H:2.88, N:5.72, S:19.66.
Bulunan C :43.85,H:2.89, N:5.85, S:19.48.
Biyolojik aktivite calismalart

Hayvanlar

Deneylerde 200-250 g agirhiginda 10 adet erkek albino sigan kullanilmigtir. Siganlar standart
diyetle beslenmislerdir. 10 adet rat oldiiriilmiis ve bobrek dokulari toplanmistir. Bobrek
dokularindan aldoz rediiktaz enzimi izole edilmistir ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Tiim

deneyler ii¢ kez tekrarlanmugtir.
Aldoz Rediiktaz Enziminin Izolasyonu

30 adet bobrek dokusu buzda parcalandiktan sonra {izerine 3 hacim distile su eklenir ve
homojenize edilir. Daha sonra 10000x g de 20 dakika santrifiij edilir. Supernatana % 40 doygunluk
olusturabilmek i¢in doymus amonyum siilfat eklenir. Suspansiyon 15 dakika karistirilir. 10000x g

de 20 dakika santrifiij edilir. Supernatandaki inert protein amonyum siilfat konsantrasyonunu % 50
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doygunluga cikararak uzaklastirilir. Tekrar 10000x g de 20 dakika santrifiij edilir. %50
Doygunluktaki ¢dzeltiye toz amonyum siilfat ekleyerek % 75 doygunluk olusturulur ve AR enzimi
coktiiriiliir. Tekrar 10000xg de 20 dakika santrifiij edilir. Protein konsantrasyonu Bradford (25)

yontemi ile tayin edilmistir.
Aldoz Rediiktaz Aktivite tayini

Taze hazirlanmig supernatanda AR aktivite tayini spektrofotometrik olarak, 340 nm de UV-
1700 Goriiniir spektrofotometre ile NADPH konsantrasyonundaki azalmanin tayini ile
belirlenmektedir. Enzim 10 ml 0.05 M NaCl ¢ozeltisinde ¢oziiliir. 0.2 ml fosfat tamponu (0.067 M
pH 6.2), 0.1 ml NADPH (2x10” M final konsantrasyon), 0.1 ml test ¢ozeltisi (10 M) ve 2.4 ml
distile su igeren ortama 0.1 ml enzim eklenerek hacim 2.9 ml ye ayarlanir. Reaksiyon kiivete 0.1 ml
DL-gliseraldehit (5x10 M final konsantrasyon) ilavesi ile baslar. NADPH konsantrasyonundaki
azalma 340 nm de 37 ° C de 5 er dakika ara ile kaydedilir. Absorbans degerleri lineer olana kadar

belli araliklarla 6lgiime devam edilir (26).
SONUC VE TARTISMA

Tiyazolil 2,4-TZD tiirevi bilesigin sentezi Sema 1 de verildigi gibi gergeklestirilmistir. 2,4-
TZD (1), kloroasetik asit ve tiyoiirenin su igerisinde 1sitilmasi ile elde edilmistir (21). 2,4-TZD’nin
etil bromoasetat ile tetrahidrofuran iginde, sodyum hidriir varliginda, oda sicakliginda karistirilmasi
ile bilesik 2 sentez edilmistir (22). Bilesik 3, 2,4-TZD’nin, fosforil kloriir i¢inde N,N-
dimetilformamid varliginda isitilmasi1 ile elde edilmistir (23). 3 Nolu bilesigin, asetonitril
icerisinde, potasyum karbonat varliginda, 4-klorobenzilmerkaptan ile muamelesi sonucunda

bilesik 4 sentez edilmistir (24).

Etil {5-[(2-(4-klorobenzilsulfanil)-4-kloro-tiyazol-5-il)metilen]-2,4-diokso-tiyazolidin—3-il }
asetat (5) bilesiginin sentezi, Knoevenagel reaksiyonuna gore, 2 ve 3 nolu bilesiklerin, sodyum

asetat varliginda asetik asit i¢inde 1sitilmasi sonucunda gergeklestirilmistir.
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Sema 1. Etil {5-[(2-(4-klorobenzilsulfanil)-4-kloro-tiyazol-5-il)metilen]-2,4-diokso-tiyazolidin—3-il} asetat
(5) bilesiginin sentezi
Sentez edilen tiyazolil 2,4-TZD tiirevi bilesik 5’in yapist IR, '"H-NMR, mass ve elementel
analiz bulgular ile aydinlatilmistir. Bilesigin IR spektrumunda laktam C=O gruplarina ait gerilme
bandlar1 1730 cm™ ‘de yayvan olarak ve ester C=0 ise keskin bir pik olarak 1680 cm™ ‘de
goriilmiistiir. 'H NMR spektrumunda, S-CH, protonu 4.45 ppm, N-CH, protonu 4.82 ppm, metilen
protonu (=CH) ise 8.03 ppm de singlet olarak kaydedilmistir. ESI (+) metodu ile yapilan mass

analizinde bilesik %40 iyonlasma ile 490.9 da M+H iyonunu vermistir.

Sentez edilen bilesigin sican bobrek AR’in1 inhibe etme giicii, in-vitro ortamda 340 nm de
UV-1700 goriiniir spektrofotometre ile NADPH (substrat olarak D-L-gliseraldehid kullanilmistir)
konsantrasyonundaki azalmanm tayini ile test edilmistir. Bu inhibisyon g¢alismast 10 * M

konsantrasyonda gergeklestirilmistir.

Sentezi gerceklestirilen molekiiliin, aldoz rediiktaz enzimini % 6.51+0.97 oraninda inhibe

ettigi gézlenmistir.
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