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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Yeni Sentezlenen Schiff Baz1 Metal Komplekslerinin Karbonik Anhidraz I ve 11
Izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Arzu ORHAN

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Bilimler Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ciineyt TURKES

Amag¢: Bu tez c¢alismasinda, Glokom hastaliginin tedavisinde kullanilan
Asetazolamide alternatif olarak yeni sentezlenen Schiff bazi ligandi (LH) ve metal
kompleksleri (CoL2, CuL,, NiL> ve ZnL>) nin 2CA 1 ve hCA 1I izoenzimlerinin
aktiviteleri {izerindeki inhibisyon etkilerini belirlemek iizere ¢alismalar
yapilmugtir.

Materyal Metot: Bu kapsamda gergeklestirilen tez ¢alismasinda, sentezlenen
Schiff baz1 metal komplekslerinin #/CA 1 ve hCA 1I izoenzimleri lizerindeki
inhibisyon etkileri incelenmistir. Asetazolamid pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Her bir metal kompleksi i¢in /Cso ve Ki degerleri hesaplanmis ve
inhibisyon tiirleri belirlenmistir.

Bulgular: Calismada ICso ve Kidegerleri h(CA 1 izoenzimi igin sirastyla 111,70 +
2,18-771,90 + 17,55 nM ve 99,16 + 9,21- 721,90 £+ 53,46 nM araliginda oldugu
belirlendi. Ayn1 parametreler h/CA Il izoenzimi i¢in sirastyla 160,50 + 3,27-
1076,00 £ 29,39 nM ve 125,60 = 9,31-1033,00 + 56,99 nM araliginda hesaplandi.

Sonu¢: Calismada kullandigimiz Schiff Bazi metal komplekslerinden CoL»
bilesiginin ACA I enzimini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi tespit edilmistir.

2025, 60 Sayfa

Anahtar Kelimeler: inhibisyon, Karbonik Anhidraz, Schiff Baz1 Metal
Kompleksleri
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ABSTRACT

MSc Thesis

Investigation of the Effects of Newly Synthesized Schiff Base Metal Complexes on
the Activities of Carbonic Anhydrase I and II Isoenzymes

Arzu ORHAN

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Sciences

Supervisor: Dog. Dr. Ciineyt TURKES

Aim: In this thesis study, studies were carried out to determine the inhibition effects of
the newly synthesized Schiff base ligand (LH) and metal complexes (CoL, CuL,, NiL»
and ZnL,) as an alternative to Acetazolamide used in the treatment of Glaucoma, on
the activities of ACA I and hCA II isoenzymes.

Material and Method: In this thesis study, the inhibition effects of the synthesized
Schiff base metal complexes on hCA I and hCA II isoenzymes were examined.
Acetazolamide was used as a positive control. ICso ve Kj values were calculated for
each metal complex and inhibition types were determined.

Result: In the study, /Cso ve Kjvalues were determined to be in the range of 111.70 +
2.18-771.90 + 17.55 nM and 99.16 + 9.21-721.90 + 53.46 nM, respectively, for the
hCA T isoenzyme. The same parameters were calculated for the hCA II isoenzyme in
the range of 160.50 £+ 3.27-1076.00 + 29.39 nM and 125.60 + 9.31-1033.00 + 56.99
nM, respectively.

Conclusion: It has been determined that the CoL> compound, one of the Schiff Base
metal complexes we used in the study, significantly inhibits the ZCA I enzyme.

2025, 60 Pages

Keywords: Inhibition, Carbonic Anhydrase, Schiff Base Metal Complexes
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1. GIRIS

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasinda kimyasal

reaksiyonlart hizlandirabilen, yan iriin iiretmeden %100 iriin verimi saglayan

biyokatalizérlerdir (Celik, 2017).

Enzimle katalize edilen reaksiyonlar, katalizlenmemis reaksiyonlardan ¢ok daha hizli
gerceklesir. Enzimler, reaksiyonlara oOzgldirler ve genellikle belirli bir substrata
baglanarak onu {irline donistiirlirler. Bu reaksiyonlar sirasinda enzimler fiziksel
degisiklige ugramais olsalar bile, eski haline donebilir. Bazi katalitik RNA molekiillerinin
kiigtik bir kism1 diginda tiim enzimler protein yapisindadir. Metabolik reaksiyonlarin bir
sonucu olarak canliligin devamliligi, hiicrelerdeki organik maddelerin sentezi ve
yikilmasi ve Onemli faaliyetlerin (hiicre solunumu ve kas kasilmast gibi)
gerceklestirilmesi enzimlerin katalizi ile siirdiiriiliir. Enzimlerin aktivitesi, substrat
konsantrasyonuna baglidir ve bu iliski, Michaelis-Menten denklemi ile ifade edilebilir.
Bu aktivite, sicaklik ve pH degisimlerine kars1 hassastir ve her enzim i¢in bir optimum

sicaklik ve pH degeri vardir.

Enzimler, "hayat katalizdir" ilkesine gore en ¢ok arastirilan biyomolekiillerdir. {laglarin
etki mekanizmalarinda enzimlerin rolii biiyiiktiir. Giiniimiizde bir¢ok ilag, enzimlerin

inhibisyonu yoluyla istenen etkiyi gdsterir (Bisswanger, 2014; Ozavci, 2019).



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi (CA Enzimi)

Karbonik anhidraz (CA, karbonik dehidrataz, E.C. 4.2.1.1) aktif bdlgesinde Zn*? iyonu
iceren monomerik yapida bir metalloenzim ailesidir. {1k olarak 1933 yilinda Muldrum ve
Roughton tarafindan kirmizi kan hiicrelerinde kesfedilmistir. Bu enzim COz2 ile su
arasindaki reaksiyonu katalizledigi i¢in ‘Karbonik Anhidraz’ olarak isimlendirilmigtir

(Ozavci, 2019).

CA enziminin genel reaksiyon denklemi:
CO; + H,0 — H>COs3 —_— H'+ HCO;5

Keline ve Martin'in 1944'te yapti§1 caliymada, CA enziminin aktivitesinin Zn*>

konsantrasyonuna bagli oldugu ve aktif bolgesinde Zn*? icerdigi bulunmustur. Bu kesif,
CA enziminin bir metaloenzim oldugunu ve ¢inkonun enzim aktivitesi i¢in kritik bir
kofaktor oldugunu ortaya koymustur. Bu da CA enziminin ilk metaloenzim olarak
anilmasini saglamistir. CA, canli hiicrelerde genellikle sitoplazmada ¢6zlinmiis olarak
bulunur, bazen de hiicre membranina bagl bir sekilde konumlanir (Yaylact Karahalil,

2009).

Karbonik anhidraz enzimi, hemen hemen tiim canli hiicrelerde bulunan yaygin bir
metaloenzim olup, cesitli dokularda ve hiicrelerde farkli izoformlari ile 6nemli islevler

iistlenir (Karaman, 2013).

Karbonik anhidraz enzimi, insan viicudunda mide mukozasinda, beyinde, iskelet
kasinda, bobrek dokusunda, g6z merceginde, tiikiiriik bezlerinde, sinir miyelin kilifta,

eritrosit ve endometrium gibi dokularda aktivitesi vardir (Ozensoy, 2006).

Bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda, baliklarin solungag ve salgi organlarinda,
baz1 boceklerde, bakterilerde, alglerde ve kabuklu hayvanlarin kabuk olusumunda bu

enzimin farkli rolleri oldugu tespit edilmistir (Ozavci, 2019).



CA enziminin endiistriyel uygulamalarinda karsilasilan zorluklar, enzimin stabilitesinin

diisiik olmas1 ve yeniden kullanilabilirliginin sinirli olmasidir (Sharma ve ark., 2020).
2.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Fonksiyonlari

Karbonik anhidraz enzimi, viicutta birgok temel fizyolojik siirecte 6nemli bir rol oynayan
bir enzimdir. Bu enzim, 6zellikle pH dengesinin korunmasinda kritik bir islev iistlenir.
Farkli dokularda ve eritrositlerde asit-baz dengesini diizenleyerek metabolik olaylarin
sorunsuz bir sekilde gergeklesmesine yardimei olur. Karbondioksit (CO2) ve bikarbonat
(HCOg3") arasindaki doniisiimii katalize ederek solunum siirecinde hayati bir rol oynar. Bu
sayede, dokulardan akcigerlere CO2 taginmasi ve solunumun diizenlenmesi saglanir.
Bunun yam sira, elektrolit salgilanmasinda da gorev alarak viicuttaki sivi ve iyon
dengesinin korunmasina katkida bulunur. CA, glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi
gibi 6nemli biyosentetik tepkimelerde de yer alir. Ayrica, ozmoz, kalsifikasyon ve timor
olusumu gibi cesitli siireglerde de rol oynayan CA enzimi, diyabet, kanser, epilepsi,
Alzheimer hastalifi (AD) ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢cok rahatsizligin
gelisiminde etkili olabilmektedir (Kuzu ve ark., 2016; Aslan ve ark., 2019).

2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Gen Ailesi

Karbonik anhidraz enzimi, ¢esitli izoformlara sahip bir enzim ailesidir. izozimler, o, B, y,
5, ¢, m ve 0 gibi farkli smiflara ayrilir. Cogu CA izoformu aktif bolgelerinde Zn*? iyonu
ierir. Bu, 6zellikle a (alfa) sinifi izoformlari icin gegerlidir. Insanlarda bulunan a-CA

izoformu da aktif bolgelerinde Zn*? iyonuna sahiptir.

v (gama) sinifi CA izoformlar aktif bolgelerinde Fe* (demir) iyonu igerir.

8 (delta) sinifi CA izoformlari aktif bolgelerinde Co* (kobalt) iyonu igerir.

{ (zeta) siifi CA izoformlari aktif bolgelerinde Cd*™* (kadmiyum) iyonu igerir.
1 (iota) smifi CA izoformlari ise aktif bolgelerinde metal iyonu igermez.

Bu siniflandirma, CA izoformlarinin farkli metal iyonlarina baglanma yeteneklerine ve
yapisal 6zelliklerine dayanir. Bu izoformlar, viicutta ¢esitli fizyolojik siireclerde rol oynar

ve farkli dokularda bulunur.



2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Rolleri ve Doku Dagilimlar:

2.4.1. a-CA izoformlari:

Insanlarda, a-CA sinifina ait 16 farkli CA izoformu (hCA I-hCA XV) bulunmaktadir. Bu
izoformlarin 12'si (hCA I-VA, VB-VII, IX, XII-XIV) katalitik aktivite gosterirken, geri
kalan 4'i (hCA-VIII, hCA X-XI) katalitik olmayan izoformlardir. CA XV izoformu ise

farede bulunur ve CA XV olarak adlandirilir. Bu izoformlar, CO2 hidrasyonu ve

bikarbonat dehidrasyonu reaksiyonlarim1 katalize ederek viicutta asit-baz dengesinin

korunmasinda iyon taginmasinda ve siv1 transportunda da rol oynar.

Sitoplazmik izoformlar: CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII izoformlar1
sitozolde bulunur. CA I, eritrositler, gastrointestinal sistem ve gdzde bulunur ve
hemolitik anemi ile iliskilidir. CA II, Ozellikle eritrositlerde bulunur. CO:
taginmasinda gorev yapar, osteoklast farklilagmasinda ve kemik rezorpsiyonunda rol
oynar. CA III, ylizeydeki sistein kalintilari ile hiicreleri oksidatif hasardan korur. CA
VII ise ndronal uyarilmanin baskilanmasinda rol oynar ve ndbet ve ndropatik agri

tedavisinde hedef olarak goriiliir.

Membrana bagh izoformlar: CA IX, CA XII, CA IV ve CA XIV membranlara
bagli izoformlardir. CA IX, hipoksi (oksijen azlig1) kosullarinda eksprese edilir ve
timorlerde yiiksek seviyelerde bulunur. Anjiyogenezde ve tiimor gelisiminde rol
oynar. Ayrica, gastrointestinal mukozada da bulunur. CA IX inhibitérleri, kanser
hiicrelerini kemoterapiye karsi hassaslastirabilir. CA XII, hiicre dis1 bir izoformdur
ve tiimorlerde bulunur. CA XIV, hiicre dis1 membranda bulunur.

Mitokondriyal izoformlar: CA VA ve CA VB mitokondrilerde bulunur.
Perisitlerde bulunduklar1 ve glikozun hizli oksidatif metabolizmasini diizenledikleri

gorilmiistiir.



Tablo 2. 1 CA izoenzimlerinin dagilimi, aktivitesi ve hastalikla iligkisi

Organ ve Doku Hiicresel Katalitik Hastahklarla
Durumu Lokalizasyon  AKktivite Higkisi
CAl E.r1tr.o.s itler, g6z, Sitoplazma Dusuk ((,:A 1 Retina/serebra 1
sindirim yolu nin %10' u)
lsai;lzlri(r)isrlr??fglﬁoi’emik Yiiksek Glokom, 6dem,
CAIl osteoklastt, bobrek, Sitoplazma EpllepSE, yiikseklik
e ) ; astalig1
akciger, testis, beyin
CA III 3%‘1:“ kast, adipoz g o 1a7ma Cok diisiik Oksidatif stres
Bobrek, akciger,
CATy  Dankreas, beyin Membran bagh  Yiiksek Glokom, tavuk
kapileri, bagirsak, karasi, felg
kalp kasi, goz
CA VA  Karaciger Mitokondri Orta derece Obezite
Kalp ve iskelet kasi,
cavp Pankreas, bobrek, yp g Yiiksek
spinal kord, sindirim
borusu
CA VI Tiikriik ve siit bezleri ;lzilglruk/sut, Orta derece Karyogenez
CA VII  Merkezi sinir sistemi ~ Sitoplazma Yiiksek Epilepsi,
CARP Merkezi sinir sistemi ~ Sitoplazma Akatalitik Nérodejenerasyon,
VIII kanser
CAIX Tufn Orler, mide- Transmembran  Orta derece Kanser
bagirsak mukozasi
CARP X Merkezi sinir sistemi  Sitoplazma Akatalitik
E?RP Merkezi sinir sistemi ~ Sitoplazma Akatalitik Kanser, glokom
CAXII Bf)bre}g l3ag1rsak, Transmembran  Diisiik Kisirlik
g0z, tumor
Bagirsak, beyin,
akciger, gut, dalak,
CA XIII yumurtalik, testis, Sitoplazma Orta derece Epilepsi, retinopati
kolon timiis, ince
bagirsak
CA XIV Bobrek Transmembran  Diisiik Epilepsi, retinopati
CA XV Membran baglhi  Diisiik




CAXn
CAIV

Sekil 2. 1. Katalitik olarak aktif insan a-CA’larmin hiicre i¢i yerlesimlerinin sematik
olarak gdsterimi

2.4.2. B-CA izoformlari:

[k olarak bitkilerde (6zellikle 1spanak ve bezelye kloroplastlarinda) tanimlanmistir.
Daha sonra bir¢ok yiiksek bitkide, tek ve ¢ift celenklilerde ve siyanobakterilerde de
bulunmustur. Ornek olarak; C. Reinhardtii'de mitokondriyal bir B-CA ve Synechococcus
PCC7942 siyanobakterisinde de bir -CA bulunmustur. Escherichia Coli'de bulunan bir

B-CA, siyanat tarafindan indiiklenir ve siyanat degradasyonunda rol oynar.

Ozetle, bu aile bitkilerde fotosentez ve siyanat metabolizmasi gibi onemli siireclerde

gorev alir.
2.4.3. y-CA izoformlari:

Daha az yaygin olarak bulunur ve simdiye kadar metanojenik arkeobakteri
Methanosarcina Thermophila'da karakterize edilmistir. M. thermophila'daki y-CA'nin
yapist, a-CA'lardan tamamen farklidir; her bir alt birim, solak bir B-heliksi yapisiyla
baskindir. Ilging bir sekilde, ¢inko baglama bdlgesinin geometrisi a-CA'lardaki metal
merkezine benzerlik gosterir, bu da katalitik fonksiyonun evriminde benzerliklerin

oldugunu vurgular.

CA ailesinin evrimsel iliskileri, her birinin farkli organizma gruplarinda ve farkli

fizyolojik siireclerde Ozellestigini gosterir. a-CA'lar hayvanlarda yayginken, B-CA'lar



bitkilerde ve bazi bakterilerde, y-CA'lar ise arkelerde ve bazi bakterilerde bulunur. Her
ne kadar farkli amino asit dizilerine sahip olsalar da ii¢ ailenin de ortak bir katalitik iglevi
yerine getirmesi, dogadaki biyokimyasal reaksiyonlarin evrimi ve ¢esitliligi hakkinda

onemli bilgiler sunmaktadir (Lindskog, 1997).
2.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Yapis1

X 15101 kristalografi ¢aligsmalari araciligiyla CA izoformlarinin ii¢ boyutlu yapilart ortaya
cikarilmistir. CA II izoformu, yapisi en ayrintili olarak incelenen isoform olmustur. Bu
caligmalar, tiim CA izoformlarinin {i¢ boyutlu yapilarinin olduk¢a benzer oldugunu ve
aktif bolgelerinin neredeyse ayni katalitik gruplara sahip oldugunu gostermektedir (Tripp

ve ark., 2001).

Sekil 2. 2. a-, B- ve y-CA enzimlerinin {i¢ boyutlu yapilari: (A) a-sinif, insan CA 1I’s1;
(B) B-siif, P. Purpureum CA’si; (C) B-smif, P. Sativum CA’si; (D) B-smif, M.
Thermoautotrophicum CA’st; (E) B-smif, E. Coli CA’s1; (F) y-smif, M. thermophila
CA’s1

Bir enzimin aktif bolgesi, substrata (varsa kofaktor) baglanan baglarin olusumu ve yok
edilmesinde rol oynayan rezidiileri igerir. Bunlara katalitik gruplar denir. Aktif bolge,

enzimin toplam hacminin kii¢lik bir kismini olusturur. CA'larin aktif bolgesindeki iki



degerli metal iyonu, {i¢ amino asit grubu ile etkilestigi i¢in genellikle dort yiizlii bir

geometriye sahiptir (Ozavci, 2019).

CA izoformlarmmn aktif bolgelerinde bir Zn*? iyonu yer alir. Bu enzimatik aktiviteye
sahip CA izoformlari, bir Zn*? iyonu, H20 bir veya (OH") iyonu ve ii¢ histidin amino
asit rezidiisii (His 94, His 96, His 119) ile koordine bir yap1 olusturur. Aktif bolgeye
yakin bulunan amino asitler, proton verici ve proton gradyani olusturacak sekilde

diizenlenmistir (Kumar ve ark., 2020)

2.6. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Karbonik anhidraz enzimi, karbondioksitin (COz2) su ile reaksiyona girerek bikarbonat
(HCO3) ve hidrojen iyonu (H") olusturmasini katalize eden bir enzimdir. Bu reaksiyon

tersinirdir ve fizyolojik siire¢lerde dnemli bir role sahiptir (Ozensoy ve ark., 2016).
2.6.1 Aktif Merkez

CA'nm aktif merkezi, bir Zn*? iyonu igerir. Bu Zn*? iyonu, ii¢ histidin amino asit (His 94,
His 96, His 119) rezidiisiiniin imidazol gruplari ve bir solvent molekiilii (su veya hidroksit

iyonu) araciligiyla protein yapisina tetrahedral olarak koordine olur.

Thr 199
His 119
Thr 200 .
\< @ {

@
His 96

His 94

His 64

Sekil 2. 3. CA izoformlarinin katalitik bolgeleri (Biiyiik kiire Zn"? iyonunu, etrafindaki

kiigtik kiireler de kristal yapida immobilize olmus su molekiillerini belirtmektedir.)



Zn*? iyonu, Lewis asidi olarak islev goriir ve Zn'ye bagli suyun pKa degerini 10'dan 7'ye
diisiirerek fizyolojik pH'da ¢inko bagli bir hidroksit iyonunun olugmasini saglar. Aktif
merkez, substrat baglanmasi, proton transferi ve substrat/iirtin/su degisimi gibi islevler

i¢cin hidrofobik ve hidrofilik bolgelerden olusur.

1
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Sekil 2. 4. Aktif bolgedeki ¢inko baglanma bdlgesi, hidrofobik / hidrofilik bolgeler ve

girig kanali

2.6.2. Katalitik Mekanizma Basmaklari

» Hidroksit Iyonunun (OH’) Olusumu: Zn** iyonuna bagli su molekiilii, protonunu
kaybederek hidroksit iyonuna (OH") doniisiir. Bu, enzimin aktif formudur.

» CO2'nin Baglanmasi: CO2 molekiilii, aktif merkezin hidrofobik bolgesine gevsek bir
sekilde baglanir.

» Niikleofilik Atak: Cinko bagli hidroksit iyonu (OH"), CO2 molekiiliine niikleofilik bir
saldir1 yapar ve bikarbonat iyonu (HCO3") olusur.

» Proton Transferi: Olusan bikarbonat iyonu (HCO3"), metal iyonundan su ile yer
degistirir. Bu siiregte, bir proton transferi gerceklesir. Cinkoya bagli su molekiiliinden
bir proton, His64 kalintisina aktarilir, bu da metal merkezi ve reaksiyon ortamindaki

tampon molekiilleri arasinda bir proton kdpriisii gérevi goriir.



=  Su Molekiiliiniin Aktif Merkeze Girmesi: Bikarbonat iyonu (HCO3") ayrildiktan sonra

su molekiilii aktif merkeze girerek dongii yeniden baslar (Kim ve ark., 2020; Kumar

ve ark., 2021; Rowlet, 2010).
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Sekil 2. 5. Zn-CA II'nin CO2 hidrasyon reaksiyon mekanizmasi

His64, aktif merkez ile reaksiyon ortami arasindaki proton transferinde kritik bir rol
oynar. Bu kalinti, metal merkezi ile aktif merkez boslugunun agzi arasinda yer alir.
His64'iin pKa degeri, katalitik aktivite i¢cin uygun bir aralikta bulunur ve tampon
molekiilleriyle etkilesime girerek proton transferini kolaylastirir (Temperini ve ark.,
2006).

Farkli CA izoformlar1 arasinda, His64'lin yani sira, His-200 ve Phe-198 gibi kalintilar da
aktif merkezde bulunabilir, bu da izoformlar arasinda katalitik aktivite farkliliklarina yol
acar. Ozellikle CA III izoformunda Phe-198 kalintis1, Thr-199 ile etkilesime girerek aktif
merkezin yapisini etkiler ve aktiviteyi diisiiriir (Lindskog, 1997).

Enzimin yapisindaki ¢inko, KCN, H2S ve NaN3 gibi inhibitorler tarafindan etkilenir; bu
inhibitorler genellikle aktif merkeze baglanarak Zn*? iyonunun koordinasyonunu engeller
ve enzimin katalitik aktivitesini durdurur (Keilin ve Mann, 1940).

Cinko, CA'nin aktif merkezindeki temel metaldir ancak Co*™, Ni** ve Cu** gibi diger

metal iyonlar1 da baglanabilir. Farkli metal iyonlari, enzimin aktivitesinde degisikliklere
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neden olur. Ornegin, Co™ ile ikame edilmis CA, ¢inko kadar olmasa da aktivite
gosterirken, Ni*> ve Cu* ile ikame edilmis CA'nin aktivitesi 6nemli Slgiide azalir veya

tamamen kaybolur (Kim ve ark., 2020).
2.7. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz enzimi genel olarak, viicutta bobreklerde, bagirsaklarda, gézde korpus
sillerde, akcigerler ve erirtositlerde konsantre olmustur. Ancak enzimin en 6nemli rolii

kirmiz1 kan hiicrelerindeki fonksiyonlaridir (Brown ve ark., 1983).

Karbonik anhidraz enzimi, eritrositlerde ve alveollerde karbondioksit (CO2) tasinmasi ve
asit-baz dengesinin korunmasi siireglerinde birbirini tamamlayan hayati roller istlenir. Bu
siirecler, solunum sisteminin verimli ¢aligmasi i¢in kritik oneme sahiptir ve her iki

alandaki CA aktivitesi, CO2'nin viicutta tasinma, doniistiiriilme ve atilma siireglerini

dogrudan etkiler.

Difiizyon, molekiillerin yiiksek konsantrasyonlu ortamdan diisiik konsantrasyonlu ortama
dogru hareket etmesi olarak tanimlanir ve solunum gazlarinin tasinmasinda 6nemli bir
mekanizmadir. CA enzimi, bu diflizyon siireclerini hizlandirarak, gaz degisiminin

verimliligini artirir.

2.7.1. Eritrositlerde CA ve Difiizyonun Etkilesimi

Doku ve hiicrelerde iiretilen CO2, kismi basing farki nedeniyle difiizyon yoluyla
eritrositlerin i¢ine girer. Eritrosit iginde, CA enzimi (6zellikle CA I ve CA 1I izoformlart),
CO2'nin su (H20) ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek bikarbonat (HCO3") ve hidrojen
iyonlarina (H") doniismesini katalize eder. Olusan bikarbonat iyonlar1 (HCO3),
eritrositlerden plazmaya gecgerken, klortir iyonlar1 (Cl') eritrositlere girer. Bu olaya kloriir
kaymas1 denir ve elektriksel nétraliteyi korumaya yardimei olur. Plazmada tasinan

bikarbonat iyonlar1 (HCO3), akcigerlere dogru hareket eder.

Eritrositlerdeki CA aktivitesi, diflizyon yoluyla tasinan CO2'nin hizhi bir sekilde
bikarbonata (HCO3") déniismesini saglayarak CO2 yiikiinii artirir ve bu da dokulardan

akcigerlere CO2 taginmasinda 6nemli bir etken olur.
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Sekil 2. 6. CA’nin eritrosit ve alveollerdeki rolii

2.7.2. Alveollerde CA ve Difiizyonun Etkilesimi

Akcigerlerde, alveollerin etrafindaki kilcal damarlara ulasan eritrositlerde, bikarbonat
iyonlar1 (HCO3") plazmadan eritrositlere geri doner. Burada CA enzimi, (6zellikle CA IV
izoformu), bikarbonat (HCO3") ve hidrojen iyonlarinin (H") birleserek CO2 ve suya
dontismesini hizlandirir. Olusan CO2, diflizyonla eritrositten alveol bosluguna geger ve

solunum yoluyla viicuttan atilir. Bdylece alveollerde CO2 birikimi engellenir.

Bu siireg, alveollerden kana oksijen gegisini kolaylastirir ve kanin oksijen tagima
kapasitesini artirir, bdylece kandaki pH dengesi korunmus olur (Geers ve Gros, 2000;

Henry ve Swenson, 2000; Sharma ve ark., 2020).
2.8. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz enzimi, karbondioksitin (CO2) tersinir hidratasyonunu katalize eden
¢inko igeren bir enzimdir. Bu reaksiyon, CO2'nin su (H20) ile birleserek bikarbonat
(HCO3) ve hidrojen iyonu (H") olusturmasiyla gerceklesir. CA Enziminin genel
denklemi: CO2 + H20 = HCO3 + H" geklindedir. Bu temel reaksiyonun yani sira,
siyanatin karbamik aside hidratasyonu, ilirenin siyanamide hidratasyonu, aldehidin
geminal diole hidratasyonu, karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizi,
piriivat, alkil piriivatlarin ve aldehit hidratasyonu, piriivik, siilfonik ve fosforik

esterlerinin hidrolizi gibi ¢esitli baska reaksiyonlar1 da katalize edebilir.
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CA enziminin katalitik mekanizmasi, aktif bolgesindeki Zn*? iyonuna bagli bir hidroksit
iyonunun (OH") CO2 molekiiliine niikleofilik bir saldirisi ile baglar. Bu saldir1, bikarbonat
olusumunu hizlandirir. Enzimdeki aktif bolge, hidrofobik ve hidrofilik bolgeler igerir.
Hidrofobik bdlge, CO2'nin baglanmasina ve reaksiyona uygun bir ortam saglarken,

hidrofilik bolge reaksiyonun diger asamalarina yardimci olur.

CA enzimlerinin farkli izoformlari, ayn1 temel mekanizmay1 kullanmalarina ragmen,
substrat ve inhibitdr baglama 6zelliklerinde farkliliklar gosterebilir. Ornegin, bazi CA
izoformlar1 (CA II gibi) yiiksek CO2 hidratasyon hizlaria sahipken, digerleri (CA I ve
CA 1III gibi) daha diisiik aktivite gosterir. Bu farkliliklar, enzimlerin amino asit
dizilimlerindeki ve aktif bolgelerindeki yapisal farkliliklardan kaynaklanir (Lindskog,
1997; Mishra ve ark., 2020; Stams ve ark., 1998).

Tablo 2. 2 Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Reaksiyon Reaksiyon tipi

Karbondlokgltm .bl.karbonat ve 0=C=0 + H,0 <> HCO+ + H*
protonlara hidrolizi

Siyanattan karbamik asit hidrasyonu =~ O=C=NH + H20 <> H2NCOOH
Siyamitten tire hidrasyonu HN=C=NH + H>O+~ HoNCONH»
Aldehitin gem-diollere hidrasyonu RCHO + H,O«» RCH(OH);
Karboksilik esterlerin hidrolizi RCOOAr + H,O«+» RCOOH + ArOH
Siilfonik esterlerin hidrolizi RSOszAr + H,O<~ RSO3H + ArOH

[ ArF + H2O < HF + ArOH (Ar: 2,4-dinitrofenil)

Az arastirilmis hidrolitik stirecgler PhCH>OCOCI + H,0 <> PhACH2OH*+ COx+
HCI

L RSO2C1 + H20 <> RSO3H + HCl (R: Me; Ph)
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2.9. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

In vivo ve in vitro kosullar altinda belirli bilesiklerin enzim aktivitesini azaltmas1 veya
tamamen yok etmesi olayina inhibiyon; inhibisyona neden olan bilesiklere inhibitor denir.
Enzim aktivitesinin inhibisyonu, organizmalarda 6nemli bir kontrol mekanizmasidir. Pek
cok toksik bilesigin ve ilacin etkisine enzim inhibisyonu neden olmaktadir (Ozavci,

2019).

CA inhibitorlerinin, antiglokom, antitiimor, antiobezite, antikonviilzan, antikanser ve
ditiretik aktiviteleri bulunmaktadir. CA izoformlarmin ¢esitli patolojik kosullarda
iligkisi ve fonksiyonel roliiniin tanimlanmasinin ardindan, bu enzimler ilag sektoriinde

onemli bir konuma gelmistir (Terzi, 2015).

CA spesifik izoformlarnin inhibisyonu farkli hastaliklar tedavi etmek icin kullanilir.
Glokomun terapétik yonetiminde CA II ve CA XII, epilepsinin terapotik yonetiminde
CA VII ve CA I, obezitenin terapotik yonetiminde CA VA ve CA VB, timoriin
terapOtik yonetiminde CA IX ve CA XII izoformlarinin inhibisyonu hedeflenir
(Scozzafava ve ark., 2006).

Karbonik anhidraz inhibitérleri, etki mekanizmalarina gére temel olarak iki ana sinifa
ayrilabilir bunlar metal baglayici anyonlar ve siilfonamid bazli inhibitorlerdir. Bu iki
sinif, enzimi inhibe etme sekilleri agisindan farklilik gosterir ve her birinin kendine 6zgii

ozellikleri vardir.

2.9.1. Metal Baglayic1 Anyonlar

Bu smif, siyaniir (CN"), halojeniirler (8rnegin, floriir, iyodiir) ve siilfat (SO42) gibi
anyonlar1 icerir. Bu anyonlar, CA enziminin aktif bdlgesinde bulunan Zn** iyonuna
dogrudan baglanarak enzimi inhibe ederler. Bu baglanma, Zn** iyonunun Kkatalitik
aktivitesini engeller. Anyonlar, Zn** iyonuna baglanarak, koordine olmus hidroksit
iyonunun (OH") olusumunu engeller. (OH") iyonu, CA'nin katalitik dongiisiinde énemli
bir rol oynar. Bazi anyonlar (6rnegin, siyaniir) ¢ok giiclii inhibitor 6zellik gosterir, bazilar
ise (Ornegin, florilir) daha zayif inhibitorler olarak kabul edilir. Anyonlarin inhibisyon

giicii, enzime baglanma yeteneklerine ve Zn*? iyonu ile etkilesimlerine baglidir.
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Metabolonlar, bir dizi enzimin ve proteinin bir araya gelerek belirli bir metabolik yolu
daha verimli bir sekilde islemesine olanak taniyan komplekslerdir. Bazi anyonlar, enzim
aktif bolgesinde metabolonlara katilan proteinlerle etkilesime girerek de inhibisyona

katkida bulunur.

CA izoformlar1 farkli anyonlara kars1 farkli duyarliliga sahip olabilirler. Ornegin, CA IV
izoformu halojeniirler tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilirken, diger izoformlar daha
az etkilenir. Benzer sekilde CA XIII izoformu fizyolojik anyonlara (bikarbonat, klortir)
kars1 direncli olabilir (Lindskog, 1997; Scozzafava ve ark., 2006; Supuran ve ark., 2003).

2.9.2 Siilfonamid Bazh inhibitorler

Bu sinif, R-SO2NH2 genel formiiliine sahip molekiilleri igerir ve CA inhibitorlerinin en
6nemli grubunu olusturur. Siilfonamidler, aktif bolgedeki Zn** iyonuna koordinasyon
yoluyla baglanir. Siilfonamid molekiiliiniin proton (H*) kaybetmis azot atomu (NH') Zn**
iyonu ile tetrahedral bir kompleks olusturur. Bu etkilesim, Zn*? iyonunun Katalitik
aktivitesini engeller ve su molekiiliiniin baglanmasini 6nler. Siilfonamidler genellikle
tersinir (reversibl) inhibitdrlerdir. Baglanma sekli ve inhibisyon giicii, molekiildeki R
grubunun yapisina ve 0zelliklerine bagli olarak degisir. Bazi siilfonamidler, enzimin aktif
bolgesindeki hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimler yoluyla da enzime baglanabilir.

Bu etkilesimler, inhibisyon giicilinii artirir ve inhibitoriin enzime 6zgiilliigiinii etkiler.

Siilfonamidler, ayn1 zamanda aktif bolgedeki amino asitlerle etkilesime girerek de
inhibisyon yaparlar. Ornegin, Dorzolamidin etilamino grubu, histidin-64 pozisyonunu

degistirerek suyun baglanmasini engeller (Carta ve ark., 2014; Sugrue, 2000).

Siilfonamidler, bakteriyostatik antibiyotiklerin sentezi i¢in gerekli bilesiklerdir. Siilfa
ilaclart olarak adlandirilirlar, penisilinin kesfinden once bakteriyel enfeksiyonlarla
savasmak i¢in kullanilmislardir. Bu bilesikler, genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir.
Ornegin; diiiretik olarak kullanilan Furosemid, HIV tedavisinde kullanilan Amprenavir,
antibakteriyel ajan olarak Siilfatiazol ve siilfonamid bazli bir ilag olan Asetazolamid

(Tiirkes ve ark., 2019).

Siilfonamidlerin kolaylikla iyonik yap1 kazanmalari en ¢arpici 6zelliklerinden biridir. Bu

iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.
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Siilfonamidlerin kolaylikla iyonik yap1 kazanmalari en ¢arpici 6zelliklerinden biridir. Bu

iyonik yap1 asagidaki reaksiyonda goriilmektedir.

R_SOZNHQ_ -‘—h R SOZNHZ- + H+

Sekil 2. 7. Siilfonamidlerin genel iyonlasma reaksiyonu

Diinyanin pek ¢cok bolgesinde ilag tasarimi ve inhibitor gelistirme ¢alismalar1 kapsaminda
yeni siilfonamid tiirevlerinin sentezi gercgeklestirilmektedir. Sentezlenen bilesiklerin

belirli 6zelliklere sahip olmasi1 beklenir:

» Yiiksek anti-enzim aktivitesi gostermesi,

* Yagda istenilen seviyede ¢Oziiniirliik saglamasi,

* Su ve yagda dengeli bir ¢oziiniirliik sunmasi,

* Suda minimum %3 g/ml oraninda ¢dzliniirliige sahip olmasi,
* GoOz dokusuyla uyumlu olmast,

* Yan etkilerinin bulunmamasi ya da en az diizeyde olmasi1 (Glimiis, 2008).
2.10. Glokom

Glokom, optik sinirde meydana gelen hasar sonucu ortaya ¢ikan ve ileri derecede gorme
kaybina yol agan bir goz hastaligidir. Hastaligin temelinde, retina ganglion hiicrelerinin
ve aksonlarinin dejenerasyonu yatar. Glokomun olusumunda rol oynayan ¢esitli faktorler
bulunmaktadir ancak en belirgin olan1 g6z ii basmcindaki (GIB) artistir. Yiiksek GIB,
optik sinir liflerine zarar vererek, sinir liflerinde ve gorme alaninda hasara yol agar.
Ancak, glokom vakalarinin yaklasik %20'sinde GIB normal sinirlarda olmasina ragmen
optik sinir hasar1 goriiliir. Bu durum, glokomun sadece GIB yiiksekligi ile smirl
olmadigini, okiiler kan akisi gibi diger faktorlerin de etkili oldugunu gosterir (Sugrue,

2000).
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Sekil 2. 8. Glokom hastaliginin sematize edilmis goriintiisii

Glokomun diinya ¢apinda 70 milyondan fazla insani etkiledigi belirtilmistir. Bu hastalik
kadinlarda erkeklere gore daha yaygin bir sekilde goriilmektedir. Hastalarin %15-
20'sinde gérme kaybina neden olmaktadir. Kataraktan sonra diinya iizerinde korliik
nedenleri arasinda ikinci sirada gelmektedir. Normal sartlar altinda g6z i¢i basiner 10-30
mmHg araliginda kabul edilir ancak glokomlu hastalarda bu basing 70 mmHg seviyesine

kadar ¢ikabilir.

CA enzimleri, bikarbonat (HCO3") ve hidrojen iyonu (H") olusturarak karbondioksitin
(CO2) hidrasyonunda rol alir. Bu siireg, goz i¢i sivist olan akdoz humorun olusumunda
onemlidir. Asetazolamid, Diklorfenamid ve Metazolamid gibi sistemik inhibitor
ilaglari, goz epitelindeki C II ve C IV izoformlarini inhibe ederek bikarbonat oranini
azaltir ve goz i¢i sivisinin salgilanmasini yavaglatir ancak sistemik inhibitorler
viicuttaki diger CA enzimlerini de etkileyebildigi i¢in yan etkileri olabilir. Dorzolamid
ve Brinzolamid gibi ilaclar ise goze dogrudan uygulanir ve daha az sistemik yan etkiye
sahiptir. Son arastirmalar, yeni sentezlenen inhibitér bilesiklerin ozellikle CA 1I
izoformu tizerinde daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu durum, glokom tedavisinde
kullanilan ilaclarin, 6zellikle CA 1I izoformunu hedef alarak daha etkili olabilecegini

diisiindiirmektedir (Imdat, 2019; Steele ve ark., 2009; Supuran ve ark., 2019).
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2.11. Sistemik Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Viicuda agiz yoluyla veya enjeksiyon yoluyla alinan ilaglardir. Bunlar, kan dolagimina
karigarak tiim viicutta CA enzimini inhibe ederler. Asetazolamid, bu sinifa dahil olan bir
ilagtir ve ilk olarak glokom tedavisinde kullanilmistir. Ancak, sistemik kullanima baglh
birgok yan etki goriilebilir. Bu yan etkiler arasinda diiirez, metabolik ve solunum asidozu,
paresteziler, GIS rahatsizliklari, kilo kaybi, libido kaybi, halsizlik, hirsutizm, hipokalemi,
hiperiirisemi, karaciger yetmezligi ve bobrek tasi olusumu gibi durumlar yer alir. Nadir
durumlarda, hayati tehdit eden trombositopeni, agraniilositoz veya aplastik anemi de
goriilebilir. Bu nedenle, gdzdeki siliyer hiicrelerde bulunan CA II, CA IV ve CA XII gibi
izoformlarara 6zgii inhibitorler gelistirmek hedeflenmektedir (Pfeiffer, 1997; Supuran,

2010).

2.11.1. Asetazolamid
Asetazolamid, CA enziminin non-kompetitif bir siilfonamid inhibitdriidiir. Intraseliiler ve

ekstraseliiler ortamlarda pH degisikligi yaparak etki gosterir (Di Fiore ve ark., 2009).

Asetazolamid; bobreklerde, proksimal tiibiillerde CA enzimini inhibe ederek hidrojen
iyonu (H") salgilanmasimni azaltir. Bu durum, bikarbonat ve katyon atilimimnu artirir, idrart
alkalilestirir ve diiireze neden olur. Beyinde koroid pleksusta CA enzimini inhibe ederek
beyin omurilik s1vis1 (BOS) liretimini azaltir bu da kafa i¢i basincini diisiirmeye yardimei

olur. Gdzde goz i¢i sivisi liretimini azaltarak goz i¢i basincini diisiriir.

O

N-N
A A
N s é§“‘NH2

Sekil 2. 9. Asetazolamid yapis1 N-(5-(aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il)-asetamid
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Asetazolamid’in baslica kullanim alanlar1 sunlardir:

= Epilepsi: AAZ, fokal ve jeneralize ndbetlerin tedavisinde kullanilan bir antiepileptik
ajandir. Ozellikle diger antiepileptik ilaclara yanit vermeyen hastalarda ek tedavi
olarak kullanilabilir. Beyindeki pH seviyelerini etkileyerek, ndbet esigini yiikseltir.

=  Glokom: AAZ, gbz ici stvist liretimini azaltarak g6z i¢i basincini diisiiriir.

»  Odem: AAZ, diiiretik etkisi sayesinde viicuttaki asir1 siviy1 atmaya yardimei olur,
bobreklerde bikarbonat reabsorpsiyonunu engelleyerek etki gosterir.

» Yiksek irtifa Hastahig1: AAZ, yiiksek irtifada goriilen semptomlar1 hafifletmek ve
onlemek i¢in kullanilabilir.

= Metabolik Alkaloz: AAZ, bikarbonat atilimini arttirarak kan pH'imi disiiriir ve
metabolik alkalozu diizeltmeye yardimc1 olur. Ozellikle mekanik ventilasyon altinda
olan kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) hastalarinda goriilen metabolik
alkalozun tedavisinde kullanilir.

» Idiyopatik Intrakraniyal Hipertansiyon (IIH) ve BOS Kagcaklari: AAZ, beyin
omurilik s1vist (BOS) iiretimini azaltarak kafa i¢i basincini diisiiriir ve bas agrisi gibi
semptomlari hafifletebilir.

» Idrar Alkalizasyonu: AAZ, idrar1 alkalize etmek i¢in kullanilabilir. Ozellikle yiiksek
doz metotreksat alan hastalarda metotreksat toksisitesini 6nlemek ve iirat ve sistin
tas olusumunu engellemek i¢in kullanilabilir (Leaf ve Goldfarb, 2007; Van Berkel
ve Elefritz, 2018).

Asetazolamid’in yan etkileri arasinda parestezi, uyusukluk, bas agrisi, istahsizlik ve
gastrointestinal rahatsizliklar yer alir. Ayrica, bobrek tagi olusumu ve metabolik asidoza
da neden olabilir. Asetazolamid, siilfonamid tiirevi oldugu i¢in siilfonamid alerjisi olan
hastalarda dikkatli kullanilmalidir. Hamilelikte ise potansiyel teratojenik etkileri

nedeniyle kullanilmasi 6nerilmez (Shukralla ve ark., 2022).

2.11.2. Metazolamid

Asetazolamid’e benzer bir giice sahip olmasina ragmen, fizikokimyasal ozellikleri
sayesinde viicutta daha farkli bir dagilim gosterir. Ozellikle lipid ¢dziiniirliigiiniin yiiksek
olmas1 ve plazma proteinlerine diisiik oranda baglanmasi, dokulara ve sivilara kolayca

yayilmasini saglar. Bu 6zelligi, Metazolamidi g6z i¢i s1visi salgisin1 azaltmada AAZ’den
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daha etkili kilar. Metazolamid ayrica, bobrekler tarafindan salgilanmaz ve bobreklerde

daha az etki gosterir.

Metazolamid, glokom tedavisinde, 6zellikle diisilk dozlarda kullanildiginda goz igi
basincini diisiirmede etkilidir ve bazi durumlarda AAZ’in yan etkilerine alternatif olarak
da tercih edilir. Alzheimer tedavisinde potansiyel bir terapodtik strateji olarak
incelenmektedir. Huntington hastalig1 (HD) ve diger inme semptomlarinda néroprotektif
ozelliklere sahiptir. Mitokondriyal H202 iiretimini inhibe ederek sitokrom ¢ salinimini
ve kaspaz aktivasyonunu onleyerek noron ve glial hiicreleri korur. Akut dag hastalig1 ve

yiiksek irtifa serebral 6demi gibi durumlarda kullanilir.

O 0
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Sekil 2. 10. Metazolamid yapist N-(3-Metil-5-sulfamoil-3H-1,3,4-tiadiazol-2-iliden)
etanamid

Metazolamidin plazma yar1 6mrii yaklagik 14 saattir, bu da AAZ’den daha uzun siire etkili
olmasini saglar. Ayrica, kan beyin bariyerini kolayca gegebilme 6zelligi sayesinde beyin
dokusunda etkilidir. Diigiik dozlarda kullanildiginda bobrekler {izerinde minimal etki
gosterir, bu da asidoz ve bobrek tast olusumu riskini azaltir. Sonug olarak, Metazolamid,
cok yonlii bir ilag olarak sadece glokom tedavisinde degil, ayn1 zamanda ndrodejeneratif
hastaliklar gibi ¢esitli alanlarda da potansiyel kullanim alanlar1 sunmaktadir (Fossati ve

ark., 2016; Maren ve ark., 1977).
2.11.3. Diklorfenamid

Diklorfenamid, glokom tedavisinde kullanilan ilk jenerasyon sistemik CA

inhibitdrlerinden biridir. Etkili olmasina ragmen, yan etkileri nedeniyle giiniimiizde daha
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cok topikal CA inhibitdrlerinin tercih edildigi belirtilmektedir. Ancak, direngli glokom

vakalarinda hala bir tedavi segenegi olarak kullanilabilir (Masini ve ark., 2013).

AV V&
H,N NH,

Cl
Cl

Sekil 2. 11. Diklorfenamid yapis1 4,5-diklorobenzen-1,3-disulfonamid

Dikloefenamid ayrica epilepsi, hipokalemik periyodik paralizi gibi ¢esitli hastaliklar
tedavi etmek i¢in klinik olarak kullanilir. Kullanimina bagl olarak istahsizlik, tat alma
bozuklugu, ishal, bas donmesi, kasinti, cilt dokiintiisii, parestezi gibi yan etkiler de

goriilebilir (Tawil ve ark., 2000).

2.11.4. Etokzolamid

Etokszolamid, benzotiyazol-2-siilfonamid bazli bir ilag molekiiliidiir. /n vitro klinik
caligmalarda en etkili CA inhibit6rii olarak bilinir. Ancak in vivo ¢alismalarda plazma

proteinlerine yiiksek oranda baglanmasi nedeniyle aktivitesi azalir (Durgun, 2004).

Sekil 2. 12. Etokzolamid yapis1 6-etoksibenzotiazol-2-sulfonamid
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Etokszolamid etkisini; su, sodyum, potasyum ve bikarbonatin geri emilimini azaltmak
amaciyla proksimal renal tiibiillerdeki CA aktivitesini inhibe ederek gosterir. Glokom,
duodenal {ilser ve epilepsinin bazi formlarinin tedavisinde kullanilir. Ayrica diiiretik

olarak kullanim alanlar1 da vardir (Birinci, 2017).

Oral yoldan 125 mg tablet seklinde alindiktan sonra 2 saat i¢inde goz i¢i basinci diismeye
baslar, 1-5 saat icinde en diisiik seviyeye ulasir ve 12 saat sonra temel hale geri doner

(Durgun, 2004).

2.11.5. indisulam

Indisulam, baslangigta antitumor bir siilfonamid olarak gelistirilmis ve klinik ¢alismalara
girmis bir CA inhibitoriidiir. 1999'da hiicre dongiisiiniin G1 fazini hedefleyen bir ilag
olarak tanimlanmis olsa dada ha sonra giiclii bir CA inhibitorli oldugu anlasilmistir.
Indisulam, hem sitozolik CA izoformlari 1 ve II'yi hem de tiimérlerle iliskili
transmembran izoformlart CA IX ve CA Xll'yi etkili bir sekilde inhibe eder (Supuran,
2018; Vullo ve ark., 2005).

0 O \
/y il N
H?-N—f/S S—NH
0 0

Sekil 2. 13. indisulam vapist N-(3-kloro-7-indolil)-1.4-benzendisulfonamid

2.11.6. Zonisamid

Zonisamid, ¢ok yonlii etki mekanizmalar1 ile One ¢ikan hem antiepileptik hem de
noroprotektif ozelliklere sahip bir ilactir. Geleneksel olarak epilepsi tedavisinde
kullanilan bu ilag, voltaja duyarli sodyum ve T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek

noéronal membranlar stabilize eder ve ndbetlerin yayilmasini engeller.
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Zonisamid, Parkinson hastaliginin (PH) tedavisinde 6zellikle L-dopa tedavisine yeterli
yanit vermeyen hastalarda motor fonksiyonlar iyilestirdigi gozlemlenmistir. Bazi
caligmalar, Zonisamidin alkol tiiketimini azalttigin1 ve alkol yoksunluk semptomlarini

hafiflettigini de gostermistir (Krupa ve ark., 2013).

Sekil 2. 14. Zonisamid yapisi1 1,2-benzisokazol-3-metansiilfonamid

Zonisamid, yapisal olarak siilfonamid tiirevi olmasina ragmen, CA inhibitorii olarak diger
siilfonamidlere kiyasla ¢cok daha zayif bir etkiye sahiptir. Bu durum, Zonisamidin
molekiiler yapisindaki metilen grubundan kaynaklanmaktadir. Ilag, CA enzimini inhibe
etse de bu inhibisyon i¢in gerekli olan dozlar, anti-epileptik etki i¢in kullanilan dozlardan
100 ila 1000 kat daha yiiksektir. Bu nedenle, Zonisamidin terapdtik dozlarda CA
inhibisyonunun klinik a¢idan anlamli olmadigi kabul edilir (Leppik, 2004).

2.12. Topikal Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Sistemik CA inhibitorleri, g6z ici basincini diistirmede etkili olsalar da viicutta yaygin
yan etkilere neden olmaktadir. Bu yan etkiler, ilac1 kullananlarin yaklasik %50'sinin
ilact tolere edememesine yol agmaktadir. Bu nedenle, géze dogrudan uygulanan topikal
bir CA inhibitdriiniin, daha diisiik dozlarda ve daha az yan etkiyle ayni tedavi edici
etkiyi gosterebilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmistir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak

AAZ’in topikal olarak kullanimini hedeflemis ancak bu denemeler basarisiz olmustur.

Topikal CA inhibitdrlerinin gelistirilmesindeki temel amag, sistemik CA inhibitorleri
ilaglarin korneadan gegerek siliyer cisimdeki CA enzimlerine ulagsmasini saglayacak
uygun fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmamasiydi. Bu sorunun iistesinden gelmek
icin, suda ¢oOziinebilirligi yiiksek ve lipit ¢oziinlrligli dengeli Dorzolamid ve

Brinzolamid gibi yeni molekiiller tasarlanmistir.
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Topikal CA inhibitdrleri, sistemik ilaglara kiyasla daha az yan etkiyle goz i¢i basincini
diisiirme potansiyeline sahiptir. Ancak, topikal ilaglarin da batma, yanma, kizariklik
gibi baz1 yan etkileri olabilecegi ve bazi durumlarda kontakt alerjisi ve daha ciddi

sorunlara yol acabilecegi unutulmamalidir (Mincione ve ark., 2008; Taskesen, 2002).
2.12.1. Dorzolamid

Dorzolamid, 1995 yilinda FDA onay1 alarak ticari olarak piyasaya siiriilen ilk topikal CA
inhibitoriidiir. Glokom tedavisinde onemli bir gelisme olarak kabul edilen bu ilag,
Tiyopiran-2-siilfonamid yapisina sahip bir molekiil olup, yliksek kornea gecirgenligine

sahiptir (Storgaard ve ark., 2021).

Dorzolamid, 6zellikle CA II izoformunu selektif olarak inhibe ederek etkisini gosterir.
Bu 6zelligi sayesinde, sistemik yan etkileri daha yiiksek olan AAZ’e bir alternatif olarak
kullanilabilir. Intraokiiler hipertansiyon olmak {izere cesitli hastaliklar tedavi etmek
icin kullanilan ilag, topikal oftalmik olarak %2'lik bir ¢ozelti seklinde uygulanir. Bu

sayede ilacin dogrudan gdz tizerinde etki gostermesi saglanir.

Q. L0
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Sekil 2. 15. Dorzolamid yapisi1 4-Etilamino-6-metil-7,7-diokso-4,5,6,7-tetrahidro-7A6-
thieno[2,3-b]tiopiran-2- siilfonamid

Baz1 calismalarda, uzun siireli Dorzolamid kullaniminin kornea endotel hiicrelerinde
azalmaya yol acabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle 6zellikle yasli hastalarin ve kornea
rahatsizlif1 olan kisilerin bu ilaci kullanirken daha dikkatli olmasi gerekmektedir

(Cumurcu, 2008).

Kardiyovaskiiler ve pulmoner yan etkilerin olmamasi, Dorzolamidi yiiksek g6z ici

basicinin tedavisi i¢in ilk tercih edilen ilaglardan biri yapmustir (Pfeiffer, 1997).
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flacin gdz i¢i basincini %18 oraninda azalttig: diisiiniilmektedir. Dorzolamid, genellikle
timolol gibi beta blokerlerle kombine olarak kullanilir. Bu kombinasyon, GiB'i daha
etkin diisiirmeye yardimci olabilir. Rosenberg ve ekibinin 1998 yilinda gergeklestirdigi
bir ¢alismada, sistemik AAZ ve topikal Dorzolamid'in gdz ici basinci (GIB) ve akoz
hiimo6r olusumunu azaltmadaki kombinasyon etkileri incelenmistir. Arastirma sonuglari,
bu ilaglarin tek bagina kullanildiklarinda sagladiklart maksimum etkiye ek bir avantaj
sunmadigini gostermistir. Bu nedenle, topikal ve sistemik bir CA inhibitoriiniin birlikte
kullanilmasina gerek goriilmemistir (Kibar, 2015; Lippa ve ark., 1992; Rosenberg ve
ark., 1998).

2.12.2. Brinzolamid

Brinzolamid, ag¢ik acili glokom veya okiiler hipertansiyonu olan bireylerde gbz ici
basmcim (GIB) diisiirmek icin kullanilan, topikal olarak uygulanan, heterosiklik bir
stilfonamid CA inhibitoriidir. 1999 yilinda glokom tedavisi i¢in onaylanmistir. Siliyer
epitelyumda bulunan insan CA II izoformuna inhibe ederek etkisini gosterir (Masini ve

ark., 2013; Sall ve ark., 2000).

Sekil 2. 16. Brinzolamid yapis1 SR)-5-etilamino-3-(3-metoksipropil)-2,2-diokso- 2A6,9-
ditia-3-azabisiklo [4.3.0]nona 7,10-dien-8-stlfonamid

Topikal olarak uygulandiginda sistemik dolasima girer ancak eritrositlere baglanarak
plazmada diisiik konsantrasyonlarda kalir. Bu durum, sistemik yan etki riskini azaltir

(Iester, 2008).
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%1°lik konsantrasyonu giinde 2 kez olacak sekilde uygulanmasi 6nerilmektedir. Agizda

aci tat ve gézde irritasyona sebep olabilir (Masini ve ark., 2013).

2.13. Karbonik Anhidraz inhibitérlerinin Karsilastirilmasi

» Dorzolamid, GiB'yi %23'e kadar azaltirken, oral AAZ yaklasik %30 oraninda azaltir.

* Dorzolamid, g6z sivisi akisini %17'ye kadar engellerken, AAZ goz sivist akisini

%30'a kadar engeller.

»  Yaygin olarak kullanilan %2 Dorzolamid ¢6zeltisi, GIB'yi diisiirmede neredeyse

%1 AAZ oftalmik ¢ozeltiye esdegerdir.

= Raporlara gore, giinde 2-3 kez %2 Dorzolamid soliisyonu aldiktan sonra, hastalarin

%19'unda gbz yanmasi ve %12'sinde gdz agrisi tespit edilmistir.

= Giinde 3 kez %12 Brinzolamid kullanmak GiB'yi %20,3 oraninda azaltabilir.

= AAZ ile karsilastirildiginda Metazolamid, GIB'yi diisiirmede daha az etkiye sahiptir.

= AAZ, Dorzolamid ve Brinzolamide gore giivenilirligi ve diigiik maliyeti oldugu igin
etkili topikal preparatlarin gelistirilmesinde, AAZ’in uzun siireli klinik ¢aligmalar1
yapilmistir.

= Zonisamid yavas emilir ve diger antiepileptik ilaglarla karsilastirildiginda yarilanma
omrii daha uzundur.

= Dorzolamidin gz i¢i basincini diisiirme etkisi, ortalama 4.5-5.9 mmHg iken,
Brinzolamidin etkisi ortalama 4.4-4.5 mmHg olarak bulunmustur.

= Brinzolamid, Dorzolamidden daha lipofilik (yagda ¢oziinebilir) 6zelliktedir.

= Brinzolamid, fizyolojik pH'a (yaklasik 7.5) yakin bir pH'ta formiile edilmis sulu bir
siispansiyondur. Bu, Dorzolamidin asidik ¢ozeltisine (pH 5.6) kiyasla daha az batma

hissi yaratir (Gugleta, 2010; Iester, 2008; Mert, 2014).
2.14. Karbonik Anhidraz Aktivasyonu

Karbonik anhidraz enzimi aktivatorleri, CA enziminin Kkatalitik aktivitesini artiran
molekiillerdir. Inhibitdrlere kiyasla daha az ilgi gérmiis olsa da aktivatorlerin potansiyel
terapotik kullanimlart giderek artmaktadir. Bu aktivatorler, enzimin aktif bdlgesine
baglanarak veya proton transferini kolaylastirarak enzimin etkinligini yiikseltirler (Dave

ve ark., 2011).
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Karbonik anhidraz aktivatorleri, temelde protonlanabilir gruplar iceren dogal
bilesiklerdir ve genellikle biyojenik aminler, amino asitler ve peptitler olmak tizere ii¢

ana siifa ayrilir.

Biyojenik aminler sinifi, histamin, serotonin, dopamin, adrenalin gibi katekolaminler
gibi bilesikleri igerir. Amino asitler sinifi, L- ve D-histidin, L- ve D-fenilalanin, L- ve
D-tirozin, L- ve D-DOPA, D-triptofan ve glutamat gibi ¢esitli amino asitleri kapsar.
Peptitler ise karnosine (B-Ala-His) tiirevleri, dipeptitler, tripeptitler/tetrapeptitler gibi
cesitli peptitleri igerir. Ayrica, imidazol tiirevleri, piridinyum tuzlari, amino-azoller ve
stilfoniliireido tiirevleri gibi diger yapilar da CA aktivatorii olarak islev gorebilir. Bazi
aktivatorler, Ozellikle histamin tiirevleri ve peptidomimetik yapilar, daha yiiksek
aktivasyon potansiyeli gostermektedir (Kuzu ve ark., 2016; Supuran ve Scozzafava,

2002; Vullo ve ark., 2016).

Bu enzimin aktivasyonunu saglayan maddeler ayn1 zamanda, Alzheimer hastalig1 gibi
CA I ve CA 1I izoformlarinin aktivitesinin azaldigi veya dengesizlestigi durumlarda
terapotik bir ¢oziim olarak kullanilabilir. Baz1 ¢aligmalarda, Fenilalanin gibi CA
aktivatorlerinin deneysel hayvanlarda sinaptik etkinligi, mekansal O6grenmeyi ve
hafizay1 gelistirdigi  gosterilmistir. Bu durum, CA izoformlarmin biligsel

fonksiyonlardaki 6nemini ortaya koymaktadir (Temperini ve ark., 2006).

2.15. Schiff Bazlari

Schiff bazlari, aldehit veya ketonlarin primer aminlerle reaksiyonu sonucu elde edilen
bilesiklerdir. Yapilarinda C=N (imin veya azometin) grubu bulundururlar ve genel
formiilleri RIR2C=NR3 seklindedir. Bu formiildeki R1, R2 ve/veya R3 gruplar alkil
veya aril sibstitiientleridir. Schiff bazlari, imin grubuna bagl stibstitiientlere gére degisen
ozellikler gosterirler. Azot atomuna bagl elektronegatif bir grup bulundugunda, azometin

bilesiginin kararlilig1 artar.

Schiff baz1 sentezinin en yaygin yontemlerden biri olan aldehit veya ketonlarin primer
aminlerle reaksiyonu genellikle etanol gibi bir ¢6ziicii ortaminda, oda sicakliginda veya
geri sogutucu altinda gercgeklestirilir. Reaksiyon ortamina su tutucu maddelerin (6rn.
MgSO4) eklenmesi, Schiff bazinin olusumunu kolaylastirir. Ayrica, organometalik

bilesiklerin nitrillerle reaksiyonu, aminlerin yiikseltgenmesi ve metal amitlerin

27



reaksiyonu gibi alternatif yontemler de kullanilmaktadir. Schiff bazi olusumu iki agamali
bir mekanizmay1 takip eder; Ik asamada, niikleofilik amin kismi pozitif yiik tasiyan
karbonil karbonuna katilir. Ikinci asamada ise, azot bir proton kaybeder ve oksijene bir
proton baglanir. Daha sonra protonlanmis OH grubu su olarak ayrilir ve ‘Schiff bazi’

olusur (Esmer Demir, 2019).

R'; R1
” / sz /
Rs—NH; + OZC\ — R;—N=C + H;O
17 amine R, Schifl base R,
typically the
( ypreatly the aldehyde
g-amino group oo " p
of lyvsine) ¢ +H -H
R
prolonaled H / !
Schifl base R,—N=—=C
(conjugate acid) - O] %
R

Sekil 2. 17. Schiff Bazinin olusumuna iliskin genel sema

Reaksiyonun gerceklestigi ¢oziiciiler ve ortamin pH degeri Schiff bazinin sentezinde
onemlidir. Uygun reaksiyon sartlar1 saglandiginda farkli ¢oziiciiler kullanilabilirken,
etanol genellikle daha iyi sonuglar verir. Imin olusumu pH’a bagimli bir tepkimedir, en
uygun pH aralig1 ise 3-4 arasidir. Bu pH degeri, niikleofilik katilma tepkimesini
baslatmak ve yeterli hizda ayrilmanin gerceklesmesi i¢in yeterlidir. Amonyak
kullanilarak elde edilen Schiff bazlar1 dayanikli degildir ve bekletildiginde
polimerlesebilir. Bu nedenle, daha dayanikli bilesikler elde etmek igin birincil aminler

tercih edilmelidir (Degirmencioglu, 2010; Esmer Demir, 2019).

Schiff bazlarinin 6nemi, genis kullanim alanlarindan ve c¢esitli 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Erime noktalarinin kesin olmasindan dolay1 karbonil bilesiklerinin
taninmasinda, metallerle koordinasyon bilesigi verme Ozelliklerinden dolayr metal
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Schiff bazlari ayrica sentetik oksijen
tasiyicisi, enzimatik reaksiyonlarda ara {iriin, antitiimor ajani olarak kullanilmaktadir.
Metal iyonlarina karsit secici ve spesifik tepkimeler gostererek analitik kimyada

spektrofotometrik reaktif olarak kullanilmaktadir. Biyolojik sistemlerdeki 6nemi her
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gecen giin artmakta, kemoterapide, oksijen tasiyici olarak, antistatik madde olarak ve

boyarmadde endiistrisinde kullanilmaktadir

Schiff bazlarinin antimikrobiyal etkileri {izerine ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir ve bu
bilesiklerin antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteler gosterdigi belirlenmistir.
Bazi galismalar, Schiff bazlarinin lipofilik 6zelliklerinin, Gram-negatif bakterilerin
membran gegirgenligini artirarak antimikrobiyal etkilerini gliglendirdigini gostermistir.
Cr*? (krom) ve Fe*? (demir) kompleksleri, Aspergillus sp.'ye kars1 daha yiiksek antifungal
aktiviteye sahiptir. Bazi arastirmalar, Cu*? (bakir) komplekslerinin diger komplekslere
gore daha yilksek antifungal aktivite goOsterdigini ortaya koymustur. 2-
Aminometiltiyofenil-4-bromosalisilaldehit Schiff baz1 ve metal komplekslerinin, Gram-
pozitif bakterilere kars1 daha aktif oldugu kanitlanmistir (Kumar ve ark., 2009; Abu-Dief
ve ark., 2015).

Genel olarak, Schiff bazlarinin ve metal komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri,
yapilarina, metal tiirtine, ligandlara ve kullanilan mikroorganizmaya bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Bu nedenle, farkli Schiff bazlari ve kompleksleri iizerinde
yapilan calismalar, antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi i¢in Onemli potansiyel

sunmaktadir (Degirmencioglu, 2010).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Ekipmanlar

Arastirmamiz, Erzincan Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Arastirma
Laboratuvari'nda yiiriitiilmiistiir. UV spektrofotometre, buzdolabi, pH metre, hassas
terazi, otomatik pipetler, vorteks ekipmanlart kullanilmistir. Ekipmanlarin kalibrasyonu
ve kontrol takibi diizenli olarak yapilmaktadir. Calismaya baslamadan 6nce ekipmanlar,
olast hatalar1 en aza indirmek amaciyla giiven araligi icinde dikkatlice kontrol

edilmektedir.
3.2. Hedeflenen LH Ligandinin Sentezi

2,46 g (10 mmol) 5-Brom-2-hidroksi-3-nitrobenzaldehit, 20 mL mutlak etil alkolde
coOziilerek paralel sentez cihazindaki 100 mL’lik balona ilave edildi. 20 mL mutlak etil
alkol igerisinde ¢oziinmis olan 1,09 g (10 mmol) 2-aminofenol ve 0,01 g p-toluen
siilfonik asit yavas yavas bu ¢ozeltiye damlatildi. Reaksiyon 50-60 °C’de yaklasik 2-4
saatte  gergeklestirildi. = Reaksiyonun  tamamlanip  tamamlanmadigi  FT-IR
spektrometresinde karbonil piki ile takip edildi. Sentezlenen iirin bir miiddet
bekletildikten sonra sicak saf su, etil alkol ve dietil eter ile yikandi. Daha sonra vakum

altinda kurutuldu (Canpolat, 2003; Tuna, 2010).

HO
Br
o - O, == Br@@@
oH
NH, o

NO,

Sekil 3. 1. Hedeflenen LH ligandinin sentez mekanizmasi
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3.3. Hedeflenen Metal Komplekslerinin Sentezi

0,594 g (1,00 mmol) LH ligandi 10 mL mutlak etil alkolde ¢oziilerek paralel sentez
cithazindaki 50 mL’lik balon igerisine konuldu ve bu ¢ozeltiye 10 mL mutlak etil alkolde
¢oziilen metal asetatlar1 (0,50 mmol, 0,125 g Co* asetattetrahidrat, 0,50 mmol, 0,10 g
Cu*? asetatmonohidrat, 0,50 mmol, 0,124 g Ni*? asetattetrahidrat ve 0,50 mmol, 0,110 g
Zn** (asetatdihidrat) damlatma hunisi vasitasiyla karistirildi. Reaksiyon 50-60 °C’de
yaklagik 2-4 saatte gerceklestirildi. Sentezlenen iiriinler bir miiddet bekletildikten sonra
sicak saf su, etil alkol ve dietil eter ile yikandi. Daha sonra vakum altinda kurutuldu

(Canpolat, 2003; Tuna, 2010)

e on — e

M: Co(ll), Cu(ll), Ni(ll) ve Zn(ll
M:L(1(:2)) i (h HO‘Q
; 0 .

02N N

OH
ML

Sekil 3. 2. Hedeflenen metal komplekslerinin (ColL., Culo, Nil> ve ZnL») sentez
mekanizmasi
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Sekil 3.3. Hedeflenen Schiff Bazi ligandi (LH) ve metal kompleksleri (CoL>, CuL, NiL,

N N
O,;N Br OgN@
OH OH

. HO\Q
zr°
oA
OH

Zn L2

ve Znl2)’nin kimyasal yap1

3.4. hCA 1 ve II izoenzimlerinin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

0,05 M Tris/SO4 (pH:7,4) tampon ¢ozeltisi: 6,055 g tris 950 ml destile suda ¢oziiliir.
1 N H2SOq ¢ozeltisi ile pH 7,4’e ayarlanir. Daha sonra toplam hacim destile su ile
1000 ml’ye tamamlanr.
3 mM p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi (substrat): 27,2 mg p-nitrofenilasetat alinarak 1 ml
asetonda ¢oziilir. Karisim 49 ml destile suya manyetik karistirict esliginde yavas

yavas ilave edilir.
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3.5. hCA 1 ve Il izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi Tayini

0 CA
02N4<j>—o—c—c:H3 + H0O =—— O2N@OH + CHgCOOH

p-nitrofenil asetat p-nitrofenol

EU/ I_AOD y V+ «f
=

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

€ : p-nitrofenol’iin molar ekstinksiyon katsayisi (5x10° M 'cm™)
Vr  : Toplam kiivet hacmi (ml)

Ve : Enzim numunesinin hacmi (ml)

f : Seyreltme faktorii

*Absorbans artig1 348 nm’de {i¢ dakikalik siireyle dl¢iiliir ve birer dakika
araliklarla sonuglar kaydedilir

Tablo 3.1. CA aktivite tayin yonteminde kullanilan kiivet i¢erigi ve madde miktarlar

Stok Aktivite Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Cozeltileri (u )
Tris/SO4 467 467
P-nitrofenilasetat 333 333
Destile Su 167 Degisken
Enzim 33 33
Inhibitdr 0 Degisken
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4. BULGULAR

4.1. hCA 1 ve II izoenzimlerinin AKktivitesi Uzerine Sentezlenen Schiff Bazn

Bilesiklerinin Etkilerinin Incelenmesinin Sonugclar

hCA 1 ve II izoenzimlerinin aktivitesi lizerine sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve
metal kompleksleri (CoLz, Culo, NilL> ve Znl:)’nin etkilerini belirlemek amaciyla
bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bilgiler

1s1¢1nda [Konsantrasyon]-Aktivite % grafikleri ¢izildi.

Tablo 4. 1 hCA I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi ligandi LH
bilesiginin IC50 degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) (%)

0 100
370,78 90,28
519,09 77,78
667,40 55,56
815,71 48,61
964,02 34,72

Tablo 4. 2 hCA 1 izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
CoL bilesiginin IC50 degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) (%)

0 100
40,11 79,17
80,22 62,50
120,33 48,61
160,44 37,50
200,55 29,17
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Tablo 4. 3 hCA 1 izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
Cul; bilesiginin IC50 degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
(nM) ()
0 100
238,90 72,22
318,53 58,33
398,16 51,39
477,79 37,50
557,42 27,78

Tablo 4. 4 hCA 1 izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
NiL; bilesiginin IC50 degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
(nM) (%)
0 100
321,01 83,33
481,51 62,50
642,01 48,61
802,52 34,72
963,02 27,78

Tablo 4. 5 hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
ZnL; bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite
(nM) (%)
0 100
317,60 76,39
476,40 58,33
635,20 48,61
794,00 38,89
952,80 33,33
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Tablo 4. 6 hCA 11 izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi ligand1 LH
bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) ()
0 100

593,24 82,22

815,71 62,22

1038,18 48,89

1260,64 42,22

1483,11 35,56

Tablo 4. 7 hCA 11 izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
CoLx bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) (%)
0 100

200,55 75,56

320,88 64,44

44121 48,89

561,55 35.56

681,88 28,89

Tablo 4. 8 hCA Il izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
CuL bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) (%)
0 100

199,08 82,22

318,53 68,89

437,97 48,89

557,42 31,11

676,87 20,00

36



Tablo 4. 9 hCA 11 izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
NiL; bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde konsantrasyonlari

Inhibitér Konsantrasyonu Aktivite

(nM) ()

0 100
160,50 84,44
240,76 66,67
321,01 51,11
401,26 42,22
481,51 33,33

Tablo 4. 10 hCA 1I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi metal
kompleksi ZnL> bilesiginin /Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan madde
konsantrasyonlar1

Inhibitor Konsantrasyonu Aktivite

(nM) (%)

0 100
317,60 78,95
476,40 65,79
635,20 52,63
794,00 39,47
952,80 31,58
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Sekil 4. 1. hCA 1 izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi ligandi LH
bilesiginin etkisini gosteren ve [ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 2. hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
CoL, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 3. hCA I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
CuL: bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 4. hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
NiL, bilesiginin etkisini gosteren ve [Cso degerinin belirlenmesi igin kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 5. hCA I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Znl, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan

[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 6. hCA 1II izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi ligandi LH
bilesiginin etkisini gosteren ve [Cso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan

[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 7. hCA 1I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
CoL, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi igin kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 8. hCA II izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Cul, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 9. hCA 1I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Nil, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi igin kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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Sekil 4. 10. 7CA 11 izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Znl, bilesiginin etkisini gosteren ve ICso degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
[Konsantrasyon] - Aktivite % grafigi
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4.2. hCA 1 ve II izoenzimlerinin Aktivitesi Uzerine inhibitor Etkisi Gosteren
Sentezlenen Schiff Bazi Tiirevleri I¢in Ki Sabitlerinin Belirlenmesine Ait

Cahsmalarin Sonuclar:

hCA 1 ve Il izoenzimlerinin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gdsteren yeni sentezlenen
Schiff Baz1 ligandi (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Cul, Nilo ve Znl»)’nin Ki
sabitlerini tespit etmek amaciyla sabit ii¢ uygun madde konsantrasyonu ve bes substrat
konsantrasyonu belirlenerek aktiviteleri ol¢iildii. Bu degerler yardimiyla Lineweaver-

Burk grafikleri ¢izilerek Kisabitleri hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).

Tablo 4. 11 hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi ligandi LH
bilesiginin Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde konsantrasyonlari
ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitor
(mM) 0 222.47nM  335,19nM 504,26 nM
0,150 0,035 0,032 0,031 0,028
0,300 0,076 0,054 0,048 0,045
0,450 0,113 0,082 0,074 0,060
0,600 0,141 0,102 0,099 0,085
0,750 0,172 0,118 0,123 0,105

Tablo 4. 12 hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Col, bilesiginin K; sabitinin belirlenmesi ic¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 64,18nM  96,27nM  144,4nM
0,150 0,031 0,019 0,021 0,017
0,300 0,071 0,044 0,040 0,033
0,450 0,105 0,067 0,062 0,048
0,600 0,135 0,095 0,078 0,062
0,750 0,164 0,099 0,080 0,070
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Tablo 4. 13 hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Cul, bilesiginin Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 106,71 nM 159,27 nM  238,9 nM
0,150 0,029 0,024 0,024 0,020
0,300 0,066 0,049 0,049 0,042
0,450 0,101 0,077 0,076 0,067
0,600 0,136 0,104 0,090 0,084
0,750 0,172 0,120 0,105 0,089

Tablo 4. 14 hCA 1 izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
NiL; bilesiginin K sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitor
(mM) 0 240,76 nM  361,14nM 542,51 nM
0,150 0,032 0,023 0,020 0,019
0,300 0,071 0,046 0,044 0,042
0,450 0,109 0,074 0,066 0,066
0,600 0,142 0,095 0,083 0,080
0,750 0,178 0,116 0,101 0,091

Tablo 4. 15 hCA I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Znl, bilesiginin K1 sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 211,21nM 317,61 nM 476,41 nM
0,150 0,033 0,027 0,025 0,022
0,300 0,073 0,051 0,050 0,042
0,450 0,108 0,072 0,065 0,060
0,600 0,141 0,099 0,087 0,083
0,750 0,173 0,114 0,105 0,099
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Tablo 4. 16 hCA 1I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Bazi ligandi LH
bilesiginin Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde konsantrasyonlari
ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 4746nM  711,9nM  1067,84 nM
0,150 0,042 0,026 0,025 0,022
0,300 0,076 0,051 0,051 0,040
0,450 0,099 0,059 0,055 0,051
0,600 0,114 0,080 0,065 0,053
0,750 0,123 0,083 0,076 0,062

Tablo 4. 17 hCA 1I izoenzimi aktivitesine karsi sentezlenen Schiff Baz1 metal kompleksi
Col, bilesiginin Kj sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitor
(mM) 0 240,67nM 361 nM 5423 nM
0,150 0,040 0,028 0,027 0,021
0,300 0,075 0,052 0,053 0,042
0,450 0,098 0,065 0,058 0,049
0,600 0,114 0,083 0,074 0,063
0,750 0,124 0,097 0,087 0,079

Tablo 4. 18 #CA II izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
Cul, bilesiginin Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 170,42nM 254,83 nM 382,24 nM
0,150 0,032 0,024 0,022 0,021
0,300 0,065 0,047 0,048 0,040
0,450 0,094 0,065 0,060 0,060
0,600 0,118 0,083 0,076 0,070
0,750 0,140 0,102 0,088 0,077
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Tablo 4. 19 #CA 1l izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
NiLo bilesiginin K sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitér
(mM) 0 160,51 nM 240,76 nM 361,14 nM
0,150 0,035 0,027 0,026 0,020
0,300 0,070 0,046 0,042 0,040
0,450 0,095 0,070 0,063 0,054
0,600 0,115 0,093 0,080 0,069
0,750 0,129 0,095 0,085 0,073

Tablo 4. 20 #CA 1I izoenzimi aktivitesine kars1 sentezlenen Schiff Bazi metal kompleksi
Znl, bilesiginin K; sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan substrat ve madde
konsantrasyonlari ile aktivite degerleri

Substrat Inhibitor
(mM) 0 301,73nM  452,59nM 679,67 nM
0,150 0,028 0,021 0,017 0,017
0,300 0,057 0,034 0,032 0,028
0,450 0,075 0,047 0,042 0,036
0,600 0,091 0,057 0,050 0,041
0,750 0,099 0,059 0,059 0,049
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Sekil 4. 11. Schiff Bazi ligandi1 LH bilesiginin ACA I izoenzimi aktivitesine kars1 etkisini
gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 12. Schiff Baz1 metal kompleksi CoL. bilesiginin hCA I izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 13. Schiff Baz1 metal kompleksi CuL; bilesiginin ACA I izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Kj sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 14. Schiff Bazi metal kompleksi NiL> bilesiginin #CA I izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 15. Schiff Baz1 metal kompleksi ZnL: bilesiginin ZCA I izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Kj sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 16. Schiff Bazi1 ligand1 LH bilesiginin A#CA II izoenzimi aktivitesine kars1 etkisini
gosteren ve Kj sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4. 17. Schiff Baz1 metal kompleksi CoL: bilesiginin #CA II izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Kj sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 18. Schiff Baz1 metal kompleksi Cul. bilesiginin ACA II izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 19. Schiff Baz1 metal kompleksi NiL bilesiginin ZCA 1II izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 4. 20. Schiff Baz1 metal kompleksi ZnL> bilesiginin h/CA II izoenzimi aktivitesine
kars1 etkisini gosteren ve Ki sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi
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5. TARTISMA

CA enzimleri gibi genis bir izoenzim grubuna sahip enzimler iizerinde yapilan ilag
caligmalarinda, yalnizca belirli bir izoenzimi hedef alan maddeler, segicilik 6zellikleri
sayesinde daha fazla dikkat gekmektedir. Bu durum, diger izozimler iizerinde minimum

diizeyde inhibisyon etkisi yaratarak yan etki riskini azaltma avantaj1 sunar.

hCA 1 ve hCA 1I inhibisyonu i¢in daha Once bir¢cok ¢alisma yapildigi bilinmektedir.
Ornegin bir ¢aligmada 3-aminobenzensiilfonilamit (abs) ve maleik anhidrit (mal)
kullanilarak  (E)-4-okso-4-(3-siilfamoyilfenil)amino)biit-2-enoik ~ asit (Hmabsmal)
bilesigi sentezlenmis, ardindan bu bilesigin degisik yontemlerle Co** ve Cu** metal
kompleksleri sentezlenmistir. Daha sonra, bu yeni sentezlenen maddelerin h/CA Ive hCA
IT izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri in vitro ortamda incelenmistir. Sonug olarak
sentezlenen maddelerin izoenzimlerin esteraz aktivitesini inhibe ettigini ve bu inhibisyon
degerlerinin kontrol bilesigi AAZ ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu tespit edilmistir
(Ilkimen ve ark., 2017).

Bir diger calismada Trimetoksiindan tiirevlerinin insan ACA 1 ve hCA II inhibisyon
etkileri arastirilmis trimetoksiindan tiirevleri (1-9), CA izoformlarina (hCA I ve II) kars1

etkili inhibisyon profilleri gosterdigi tespit edilmistir (Taslimi ve ark., 2016).

Yaptigimiz bu ¢alismada, hCA I ve hCA 1l izoenzimleri kullanilmistir. h/CA 1 ve hCA 11
izoenzimleri ile ilgili yapilan in vitro inhibisyon calismasi, yeni sentezlenen Schiff Bazi
ligand1 (LH) ile metal kompleksleri (CoL., Culo, NiL> ve ZnL) bilesiklerin bu enzimler
tizerindeki inhibisyon etkilerini detayli bir sekilde incelemeyi hedeflemistir. Sentezlenen
bilesiklerin esteraz aktivitelerini ne kadar etkiledigini, inhibisyon gii¢lerini, izoenzim

seciciliklerini ve etki mekanizmalarini anlamak i¢in yapilmistir.

ICso degeri, bir inhibitdriin belirli bir enzim aktivitesini %50 oraninda inhibe ettigi
konsantrasyonu ifade eder. Ki degeri ise inhibitdriin enzime ne kadar gii¢lii baglandiginm

gosterir ve inhibisyon mekanizmasini anlamak i¢in 6nemlidir. Burada, /Cso (yar1
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Inhibisyon konsantrasyonu) ve Kj (inhibisyon sabiti) degerleri hesaplanarak,

inhibitorlerin etkinlikleri karsilagtirilmistir.

Enzim fizerine ilave edilen inhibitorlerin, inhibitérlii ve inhibitorsiiz kosullarda,
sentezlenen metal kompleksleri i¢in esteraz aktivite 6l¢limleri yapilmistir. Sentezlenen
bilesiklerin esteraz aktivitesini yarigmali inhibisyon mekanizmasi ile engelledigini
gostermistir. Bu, bilesiklerin enzimin aktif bolgesi i¢in yarisarak enzimin aktif yerini iggal
ettigini bdylece enzim aktivitesinin azalttigim1 ifade eder. hCA 1 ve hCA 1I
izoenzimlerinin inhibisyon caligmasinda AAZ pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin inhibisyon etkileri, AAZ nin inhibisyon etkisi ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tablo 6. 1 Sentezlenen Schiff Bazi tiirevlerinin ve referans ilag Asetazolamid’in hCA 1
izoenziminin aktivitesine karsi etkisini gosteren /Cso degerleri ve K sabitleri.

) hCA1
inhibitor ({E\f[o) R? (nll(\l/[) R? Inhibisyon tipi
LH 771,90 £ 17,55 0,9894 721,90 + 53,46 0,9874 Yarigsmasiz
ColL2 111,70 £ 2,18 0,9980 99,16 £9,21 0,9868 Yarigsmali
Cul2 379,30 + 8,42 0,9928 304,40 + 30,37 0,9865 Yarigmali
NiL: 620,00 + 7,48 0,9982 542,60 + 49,54 0,9877 Yarigmali
Znl; 611,50 +9,68 0,9977 506,50 + 44,26 0,9888 Yarigsmali
Asetazolamid 287,00 + 10,57 0,9935 260,80 + 14,38 0,9952 Yarigsmasiz

Tablo 6. 2 Sentezlenen Schiff Bazi tiirevlerinin ve referans ilag Asetazolamid’in h/CA II
izoenziminin aktivitesine karsi etkisini gosteren /Cso degerleri ve K sabitleri.

] hCATI
[nhibicor ({1613[0) R? (nlf\l/[) R? Inhibisyon tipi
LH 1076,00 = 29,39 0,9888 1033,00 + 56,99 0,9865 Yarigmasiz
ColL: 417,70 £ 11,42 0,9936 381,90 + 33,44 0,9884 Yarigsmali
Cul.; 415,40 = 11,31 0,9919 377,20 + 34,69 0,9876 Yarigmali
NiL: 339,90 £4,72 0,9976 308,00 + 28,43 0,9877 Yarigmali
Znl; 651,10 £ 8,23 0,9982 585,80 £ 30,97 0,9879 Yarigmasiz
Asetazolamid 160,50 + 3,27 0,9965 125,60 £9,31 0,9921 Yarigmasiz

Bu tezde kullanilan ve yeni sentezlenen Schiff Baz1 ligandi (LH) ile metal kompleksleri
(CoLa, Cul,, NilL, ve ZnL,), Dr. Ogr. Uyesi Siimeyra Tuna YILDIRIM tarafindan
sentezlenmistir. Schiff bazlarinin A/CA 1 ve hCA II enzimleri lizerindeki inhibitor etkileri
ICso ve Ki degerleriyle analiz edilmistir. /Cso hesaplamasi sirasinda, dncelikle substrat
konsantrasyonlar1 sabit tutulmus ve farkli inhibitoér konsantrasyonlarinda enzim aktivite
yiizdeleri belirlenmistir. Ardindan, %350 inhibisyon saglayan inhibitdr konsantrasyonu

grafiksel olarak tespit edilerek /Cso degeri hesaplanmistir.
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Her bir bilesigin Kj degerleri, ii¢ farkli inhibitor konsantrasyonu kullanilarak saptanmaistir.
Ki degerlerinin yani sira inhibisyon tipini belirlemek amaciyla Lineweaver-Burk egrileri
cizilmistir. ACA I ve hCA 1l enzimleri i¢in elde edilen /Cso ve Ki degerleri sirasiyla Tablo
6.1 ve Tablo 6.2'de sunulmustur. Sentezlenen Schiff bazli metal komplekslerinin, hCA 1

ve hCA 1II enzimleri {izerindeki inhibisyon etkileri degerlendirilmistir.

Sentezlenen Schiff Bazi ligand1 (LH) ve metal kompleksleri (ColL,, Cul,, NilL> ve
Znlo)’nin ve referans ilag olarak kullanilan AAZ’in hCA 1 ic¢in ICso degerleri
incelendiginde LH i¢in 771,90 = 17,55, ColL, ¢in 111,70 £ 2,18, Cul»i¢in 379,30 + 8,42,
NiL: i¢in 620,00 + 7,48, ZnL: i¢in 611,50 = 9,68, AAZ i¢in 287,00 £ 10,57 degerleri
bulunmustur. Bulunan degerlerin enzim iizerindeki inhibisyon etkisi karsilastirildiginda;

Col2>AAZ> Culx> ZnLo> NilL>> LH olarak belirlenmistir.

Sentezlenen Schiff Bazi ligandi (LH) ve metal kompleksleri (CoL,, Culz, NilL> ve
Znlo)’nin ve referans ila¢ olarak kullanilan AAZ’in ACA 1I i¢in ICso degerleri
incelendiginde LH i¢in1076,00 + 29,39, CoLo, i¢cin 417,70 + 11,42, Culzicin 415,40 +
11,31, NiL> i¢in 339,90 £4,72, ZnL»icin 651,10 £ 8,23, AAZ icin 160,50 + 3,27 degerleri
bulunmustur. Bulunan degerlerin enzim iizerindeki inhibisyon etkisi karsilastirildiginda;

AAZ> NilL,> Cul>> CoL, >ZnlL>>LH olarak belirlenmistir.

Sonug olarak sentezlenen Schiff Bazi ligandi (LH) ile metal kompleksleri (CoLa, CulL,
NilL> ve Znl.,) referans ilag AAZ’e kiyasla, sadece Col, metal kompleksinin ZCA 1
enzimi lizerinde giiclii bir inhibisyon etki gosterdigi gozlemlenmistir. Bu etkinin yaklasik
2.5 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. #CA Il i¢in ise istenilen etki saglanmamugtir.
Bu durum, hCA II enzimi iizerinde daha etkili bir inhibisyon saglayacak alternatif ilag
arayislarini giindeme getirmistir. CoL, molekiiliin sentez asamalarinin ekonomik ve kolay
olmasi, giiclii inhibitor ozellikler gostermesi ve oldukga stabil olmasi nedeniyle CA
enzimi ile ilgili 6nemli hastaliklarin (glokom, yiikseklik hastaligi, 6dem vb.) tan1 ve

tedavisi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.
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