KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

YENi SENTEZLENMIS 1,2,4-TRIAZOL-5-ON TUREVLERININ SIGIR SERUM
KARBONIK ANHIDRAZ AKTIVITESI UZERINE ETKIiSININ iN VITRO VE
IN SILIKO YONTEMLERLE INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Kimyager Hasan AYALOGLU

EYLUL 2019
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI

YENI SENTEZLENMIS 1,2,4-TRIAZOL-5-ON TUREVLERININ SIGIR SERUM
KARBONIK ANHIDRAZ AKTIVITESI UZERINE ETKISININ IN VITRO VE IN SILIKO
YONTEMLERLE iNCELENMESI

Hasan AYAL OGLU

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince

"YUKSEK LiSANS (KIMYA)"
Unvam Verilmesi i¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 28/05 /2019
Tezin Savunma Tarihi :25/09/2019

Tez Danismani : Prof. Dr. Ahmet COLAK

Trabzon 2019



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Kimya Anabilim Dalinda
Hasan AYALOGLU Tarafindan Hazirlanan

YENI SENTEZLENMIS 1,2,4-TRIAZOL-5-ON TUREVLERININ SIGIR SERUM
KARBONIK ANHIDRAZ AKTIVITESI UZERINE ETKIiSININ IN VITRO VE IN SILIKO
YONTEMLERLE INCELENMESI

baglikli bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 28/ 05/2019 giin ve 1806 sayih

karariyla olustuy_ulan Jiiri tarafindan yapilan sinavda
YUKSEK LISANS TEZ]
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. Ahmet COLAK

Uye : Dog. Dr. Yakup KOLCUOGLU

Uye : Dog. Dr. Hiiseyin SAHIN

Prof. Dr. Asim KADIOGLU
Enstitii Miidiiri



ONSOZz

Yeni sentezlenmis 1,2,4-triazol-5-on tdrevlerinin sigir serum karbonik anhidraz
aktivitesi Uzerine etkisinin in vitro ve in siliko yontemlerle incelenmesi adli bu ¢alisma,
Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Bu caligmada bana arastirma ve kendimi gelistirme olanag1 saglayan, tez konumun
belirlenmesinde yardimci olan, ¢alismam siiresince yakin ilgi ve Onerileriyle bana yol
gosterip beni yonlendiren danismanim saym Prof. Dr. Ahmet COLAK’a ve organik

maddeleri sentezleyen Prof. Dr. Olcay BEKIRCAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Yiiksek lisansim boyunca Biyokimya Lisansiistii Arastirma Laboratuarinda beraber
calistp yardimlarini aldigim Dog. Dr. Yakup KOLCUOGLU ézellikle de Dr. Kimyager
Ummilhan CAKMAK ve Dr. Kimyager Fulya OZ TUNCAY’a tesekkiirlerimi bir borg
bilirim.

Yiiksek lisans tez siiresince beni anlayigla karsilayan, nazimi g¢eken Abidin

GUMRUKCUOGLU ve dostlarima tesekkiir ederim.

Son olarak benim her daim arkamda bir kuvvet olarak duran, hayatin mihenk
taslarindan olan ve aile olgusunu ve diisturunu yasatan canim aileme minnet ve ilelebet

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Hasan AYALOGU
Trabzon, 2019



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Yeni sentezlenmis 1,2.4-triazol-5-on
tirevlerinin sigir serum karbonik anhidraz aktivitesi Gzerine etkisinin in vitro ve in siliko
yontemlerle incelenmesi” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danigmanim Prof. Dr.
Ahmet COLAK’1n sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/6rnekleri kendim topladigimu,
deneyleri/analizleri 1ilgili laboratuarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, bagka kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 25/09/2019

Hasan AYALOGLU



ICINDEKILER

Sayfa No
(01111510 728 11|
TEZ ETIK BEYANNAMESI. ..ottt \%
ICINDEKILER ..ottt ettt ettt sttt ana et en ettt s s e st s \Y,
()74 = E T Vi
SUMMARY oottt ettt et e et e e s be e s ate e et e e et e e s be e s be e e rreeteearee e VI
SEKILLER DIZINI .....coiiiieiieiiiceceete ettt IX
TABLOLAR DIZINT. ..ottt X
KISALTMALAR VE SEMBOLLER DIZINI .......cooiiiiiiiinininniseeeesesens Xl
1. GENEL BILGILER ..ottt 1
1.1. (51 0 TSRS 1
1.2. Kiictik Molekillerin Enzim Inhibitorii Olarak Onemi ...........ccoocevevecverricrereenennnn, 2
1.3. Endiistride Enzim Kullanimi ........cccoooiieiiireiiiee e 3
1.4, Karbonik AnhIdraz (CA) ....cue ottt 5
1.4.1.  Dagilimi ve CA SINHIAIT ..ooiviiiiiiiic e 5
Ot I O 07 N | TP RPRPRPRRRS 6
1.4.2.  CA’in Ug Boyutlu Yapisi Ve Kataliz MeKanizmast ............ccccevvvverereresnieenerenennnn. 6
1.4.3.  CA ENzZiminin FONKSIYONIATT.........ccciiiiiiicii et 9
1.4.4.  CA Siniflart ve INhibitdTIErT .....cvevevrvivrereieceiececececee e 10
1.5. Triazollerin Yapist ve Biyolojik EtKileri........ccocooiiiiiiiiiii e 15
1.6. Tag Kesfinde Yeni YaKIagimIar ..........cccceveveveveuereeeeeieeee e, 16
1.6.1. Molekiiler Modelleme CaliSmalari...........cccceevvveeiiiriiiiesiiie e 17
1.6.2.  ADME OZEIKIEI ....oovvviieiicvetccee et 18
1.6.3. Kantitatif Yapi-Aktivite {liskisi (QSAR) ...ouvurererreeereecceececeeceeeeeeesee s 18
1.7. LItEratlir OZETi.....cvcvivieiecvereieiccecie et 19
1.8. Calismanin Kapsami, Amact Ve ONeMi ........cc.vvrueuereeeereeieieseseceeeeseseseseesesennes 20
2. YAPILAN CALISMALAR ...ttt 21
2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler............ccccoooviiiiiniiiicice 21

2.1.1.  Enzim, Tampon ve Substrat COZEIHEri...........ccooiriiiiiiiee e, 21



2.1.2.  Calismada Kullanilan Inhibitdr MOIEKGIIET............cvvrervererrececeeieieseeeeeeeee e, 22
2.1.3.  Kullanilan Cihazlar.........cocooiiiiiiiiiie e 25
2.2. bCA Aktivitesinin Tayini ve OptimizZasyOnU .........cccccevveiieiieeiesiieseeseeiee e, 26
2.2.1.  CA (Esteraz) AKHVITEST TAYINI ...cvciveiieiierieiiesieesiesie e sie e steesie e e sre e e enne e 26
2.2.2.  Enzim Konsantrasyonunun Aktivite Uzering EtKiSi............ccccovvverrevecrrereerinnnn, 27
2.2.3.  Substrat Konsantrasyonun Aktivite Uzering EtKisi...........c.cocccoevievericeiicrerennns 27
2.2.4.  Sicakligm Aktivite UzZerine BtKiSi......coovovvovevreeereeesssessessesssseseseseesens 27
2.2.5.  pH’nin Aktivite UzZerine BKiSi.....coovovevoveeiiieeieseeseeesseesssssssssesensensees 27
2.3. Inhibisyon CalISMAlar..........cccc.cveveevevereeerceeee et es et eneneeeeens 28
2.3.1.  Organik Molekillerin Sigir Serum Karbonik Anhidraz Aktivitesi Uzerine Etkisi 28
2.3.2.  Inhibisyon Tiiriiniin BelirleNmeSi.........cccocvveerrivereriiiecrereeseeeesseieteseseseeseiesesenenn, 29
2.4, 11 Siliko CAlISMALAT ......cvcviveveveeeeeeeeie ettt ts sttt ettt sttt 29
24.1.  Molekiiler Modelleme Cali$malart...........ccoocueriueriieiiiieiie e 29
2.4.2. ADME CalISMASI...ceiuriiiiiiiiiiitie it aitiesteeieesee et sie e sbeeseesbeesbeesbeesieessbeesseeaneee e 30
2.5. IStatistiKSEl ANANIZ ....cvcvevieeeiecieieicecteie ettt ettt 30
3. BULGULAR .ottt bbbt 31
3.1. Si1gir Serum Karbonik Anhidrazin (DCA) Optimizasyonu ...........ccoceveveveeeenenn. 31
3.2. DCA INhIibISYONU .....cevvviicececeiecce e 31
3.3. Molekiiler Modelleme Caligmalari...........cccooviiiiiiiiiiiieiieee e 35
3.4. ADME Cal1Smalarti...........ccooiiuiiiiiiiiiic e 37
4. SONUGC VE TARTISMA ..ottt 39
5. ONERILER .....ooviieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 43
6. LN A S I SR 44
OZGECMIS

VI



Yiksek Lisans Tezi
OZET

YENI SENTEZLENMIS 1,2,4-TRIAZOL-5-ON TUREVLERININ SIGIR SERUM
KARBONIK ANHIDRAZ AKTIVITESI UZERINE ETKISININ /N VITRO VE
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Karbonik anhidraz (CA)-II metabolizmada bazi siireglerde cok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle, CA inhibitorleri ilag¢ tasariminda énemli molekiillerdir ve bazi
farmakoljik uygulamalara sahiptir. Dolayisiyla, iilser, obezite, kanser, epilepsi ve glokoma
gibi bazi hastalik durumlarmin giderilmesinde hedef enzim durumundadir. Bu ¢alismada,
yeni sentezlenen bazi triazol bilesiklerinin endiistriyel ve klinik dneme sahip olan CA igin
inhibisyon potansiyelleri incelendi. Oncelikle ticari olarak satin alinan sigir serum karbonik
anhidraz (bCA) igin optimum reaksiyon sartlar1 tespit edildi. Daha sonra biyokimyasal in
vitro kinetik ¢aligmalar yapilarak organik molekiillerin bCA inhibisyon potansiyelleri ICso
degerleri hesaplanarak belirlendi. Buna goére incelenen molekiiller arasinda 7¢ bilesiginin
60,80 uM olan ICso degeri ile en etkili molekiil oldugu tespit edildi. bCA igin en etkili
inhibitor olarak tespit edilen 7c molekilu varliginda inhibisyon tiirii ve Kj degeri belirlendi.
Buna gore, inhibisyonun turiniin yari-yarigmali (uncompetetive) ve K; degerinin de
60,67 mM oldugu gozlendi. Molekiiler modelleme caligsmalariyla da her bir molekiiliin
bCA’nin kristal yapistyla aktif bolgede etkilesimi in siliko olarak ele alindi. Bu ¢alismada
incelenen 11 molekilden 7¢ molekullndn enzimle en iyi etkilesen dort molekiilden biri
oldugu belirlendi. Enzimle inhibitoriin etkilesiminde GIn102, Leu240, Ala241 ve Trp243
aminoasit birimlerinin etkili oldugu goriildii. Yeni sentezlenmis molekiillerin Absorpsiyon,
dagilim, metabolizma ve eliminasyon (ADME) 6zellikleri de ayrica incelendi ve goraldu ki

bu caligmada ele alinan tiim molekiiller iyi bir oral ilag adayidir.

Anahtar Kelimeler: 1,2 4-triazol, Karbonik anhidraz, Enzim inhibisyonu, ADME, Molekiler
modelleme
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Carbonic anhydrase (CA) -1l plays a crucial role in some processes in metabolism.
For this reason, CA inhibitors are important molecules in drug design and have some
pharmacological applications. Therefore, CA is the target for the treatment of certain disease
states such as ulcer, obesity, cancer, epilepsy and glaucoma. In this study, the inhibition
potential of some newly synthesized triazole compounds for CA, which has industrial and
clinical importance, was investigated. First, the optimum reaction conditions for
commercially available bovine serum carbonic anhydrase (bCA) were determined. Then,
biochemical in vitro kinetic studies were performed to determine the bCA inhibition
potential 1Cso values of organic molecules. According to this, 7c was the most effective
molecule with an 1Csp value of 60.80 pM. Inhibition type and K; value were determined in
the presence of 7c molecule which was found to be the most effective inhibitor for bCA.
Accordingly, the type of inhibition was uncompetetive and the K; value was 60.67 mM. In
molecular modeling studies, the interaction of each molecule with the crystal structure of
bCA in the active site was considered as in silico. In this study, it was determined that 7¢ of
the 11 molecules examined was one of the four molecules that interacted best with the
enzyme. GIn102, Leu240, Ala241 and Trp243 amino acid units were found to be effective
in the interaction of the enzyme and the inhibitor. The Absorption, Distribution, Metabolism
and Excretion (ADME) properties of the newly synthesized molecules have also been

examined and found to be a good candidate for oral medication.

Key Words: 1,2,4-triazol, Carbonic Anhydrase, Enzyme inhibition, ADME, Molecular
Docking
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tahribata ugrayan organizmadaki dokularin yenilenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayin
gerceklesmesi ve dolayisiyla hayatin devam etmesi bir dizi biyokimyasal reaksiyonun
olmastyla miimkiindiir. Hayati reaksiyonlarin bir kismi dogasindan dolayr yavas
gerceklesirken bazilari ise enzimler denilen biyolojik katalizorlerle son derece hizli bir
sekilde gerceklesmektedir (Atasagungil, 1965).

Yasam i¢in enzimlerin ve aktivitelerinin ¢ok 6nemli olmasinin yani1 sira bulasici olan
organizmalarda (viriisler, bakteriler) bulunan enzimlerin se¢imli inhibisyonlar1 da bulasici
hastaliklara kemoterapik miidahalede 6nem arz etmektedir. Se¢imli inhibisyon yaklasimi
eczacilik sektoriinde dikkat cekmektedir, ayrica antiviral ve antibiyotik ilaglarin biiyiik bir
kisminin faaliyetlerini bu yolla gosterdikleri bilinmektedir.

Enzim inhibisyonu stratejisi farmakolojik arastirma alaninda kullanilan popiiler bir
yontemdir. Alzheimer, kanser ve diyabet gibi glinlimiizde yaygin olarak goriilmekte olan
hastaliklarin tedavi stratejilerin arasinda enzim inhibisyonu yaygin olarak kullanilmaktadir.
Enzim inhibitorleri kiiciik molekiiler kimyasal bilesenler olup, enzimlerin katalitik
aktivitelerini inhibe ederek diisiirecekleri 6n goriiliir (Chauhan PS,vd., 2012 ). Kiiciik
organik molekiiller ve dogal {irlinler, enzimler ile etkilesmesi sonucunda enzimlerin
aktivitesi kontrol edilebilmektedir. Enzim inhibitorlerinin 6nemli gorevlerinden bir tanesi
bir¢ok fizyolojik kosullarda ilag olarak kullanilmalaridir (Amtul Z,vd., 2002).

Canliliktan sorumlu hiicresel siirecler yaninda enzimler, gida, tekstil, kozmetik, kagit
ve temizlik endiistrisinde, ilag kimyasallarmin sentezi ve diger bazi1 6nemli molekiillerin
endistriyel Olgekteki tiretimi siireglerinde ve diger bir¢cok alan ig¢in de vazgegilmez
olmusglardir (Benjamin ve Pandey, 2000). Enzimlerin endiistride kullanimi, geleneksel
kimyasal muamelelerle elde edilemeyen daha yliksek iiriin kalitesi, daha diisiik liretim
maliyeti, daha az atik ve az enerji tiiketimi gibi faydalarla sonuglanir. Siradan kimyasal
reaksiyonlar genellikle spesifik degildir, istenmeyen yan iiriinler ortaya ¢ikmaktadir, kontrol
edilmesi kolay degildir ve 1liml1 olmayan sartlarda gerceklesmektedir. Biitiin bu problemler
enzimlerin kullanimi ile ortadan kalkmaktadir (URL-1, 2013). Bu durum, amaca yonelik

0zel enzim tiretimini ve endiistriyel prosesin kontroliinii saglamak adina kontrollii regiile



edilebilir enzimlerin kullanimimi gerektirmektedir. Buradan da anlagilacag: iizere enzim
inhibisyonu, sadece hastaliklarla miicadele edebilme agisindan 6nemli olmamakta ayni
zamanda biyoteknolojik siireclerin kontrol altinda tutulabilmesi agisindan da Onem
arzetmektedir.

Bu amaglar i¢in kesfedilen yeni inhibitér molekiiller, uzun bir arastirma siirecinin
triintidiir. Gegmis yillarda inhibitorlerin bulunmasinin yegane yontemi deneme ve
yanilmayla olmaktaydi. Kimyasal bilesiklerden olusmakta olan kiitiiphaneler arastirilarak
hedef enzime etki edecek bir inhibitdriin ortaya konulmasi timit edilirdi. Bu yaklasim
spesifik olmamakla beraber hala basarilidir ve  biitiinlestirici (kombinatoryal)
kimya yaklasimiyla ¢ok kisa bir slirede oldukca fazla miktarda yeni bilesiklerin {iretimi
saglanmaktadir. Giiniimiizde ise yliksek hacimli tarama teknolojileri sayesinde ¢ok kisa
zamanda inhibitorler tespit edilebilmektedir (Saravanamuthu, A., 2004).

Son zamanlarda ise alternatif bir yaklasim yaygmlagsmistir. Enzimin aktif
bolgesinin ii¢ boyutlu yapisi kullanilarak hangi molekiillerin inhibitér olma potansiyelinin
yiiksek oldugu 6n goriilmektedir (Scapin G., 2006). Daha sonra molekiiler modelleme ile
enzimin aktif bolgesine nasil baglandig1 enzimin inhibitérle olusturdugu kompleksin yapisi
¢oziilmeye calisilmaktadir. Bu siireg, inhibitoriin yapisinda degisiklikler yaparak gii¢lii bir
inhibitér bulana kadar tekrar edilir (Gohlke H ve Klebe G., 2002). Bunun ardindan
molekiillerin inhibiyon potansiyelleri, biyokimyasal anlamda enzim kinetigi olglimleri
sayesinde /Cso ve/veya K; gibi degerlerin bulunmasiyla 6l¢iilmektedir. Son olarak ise
absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve emilim (ADME) ¢alismalartyla bu yeni inhibitor

molekiillerin ila¢ olma potansiyelleri belirlenebilmektedir.

1.2. Kiiciik Molekiillerin Enzim inhibitorii Olarak Onemi

Kiiclik organik molekiillerle saglanan enzim inhibisyonu ve bu alanda yapilan
caligmalar, yiiksek enzim aktivitesinin 6nlenmesi nedeniyle farmasotik ve klinik alaninda
onemlidir. (Copeland, 2000; Copeland, 2005). Tip, son yillarda patojenik oldugu veya
hastalikla baglantili spesifik biiylik molekiiler yapilar1 hedef alan ila¢ molekiilleri ile alakali
bir molekiiler bilim olmustur.

Biiyiik molekiiler yapilardan birisi olan enzimler, ila¢ molekiillerinin ana hedefi

konumunda bulunmaktadir. Bu hal enzimlerin, hastalik siirecinde yiikselen aktivitelerinin
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goriilmesi ve kiicik molekiill agirligindaki ilag molekiilleri tarafindan inhibisyona
ugramasindan kaynaklanmaktadir. Ek olarak ila¢ potansiyelleri olan kii¢iik organik
molekiillerin hedefleri yapisal anlamda molekiille tamamlayici olan 6zgiil baglanma cepleri
icermek zorundadir. Bu bolgeler/cepler hedef molekiiller i¢in aktivite yoniinden kritik
Ooneme sahip olan bir cep olmalidir ve ilacla bahsi gegen ceplerin etkilesimine bagli olarak
hedef molekiiliin aktivitesi diismelidir. Enzimler, ilag molekiilleri ile etkilesen hedef
molekiillerinin en popiiler olanidir. Enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinda mevcut olan aktif
bolge veya allosterik baglanma cepleri (enzimin hacimsel biiytikliigiine gore daha kiiciik
hacimlidir ve hidrojen bagi veya diger etkilesimleri yapabilme potansiyeline sahip baglanma
bolgelerine 6zgii yonelmis gruplar ya da atom iceren hidrofobik cebi igerirler) en uygun
ceplerdir. Giiniimiizde kullanilan ¢cogu ilaglarin enzim inhibitérii oldugu ve bu ¢aligmalarin
artarak devam etmesi yakin zamanda farmasoétik aragtirmalar i¢in ana hedef noktasi olarak
kalmasi hig sasirtict olmayacaktir.

Klinik durumda ilacin (en uygun dozda) oral olarak uygulanmasi arzu edilmektedir.
Ilag olarak aktivite gdsteren molekiillerin bazi fizikokimyasal kistaslara uydugu
bilinmektedir. Bu kistas; gen, protein ve terapodtik bazli dogal iirlinlerin yerine kiiciik
molekiil yapili ilaglarin tercih edilmesinin en uygun olmasina sebep olmaktadir.

[lag olarak bir molekiiliin in vivo faaliyet gostermesi i¢in o molekiiliin 500 daltondan
daha kiiciik bir molekiil kiitlesine sahip olmas1 gerekmektedir. Bunun sebebi olarak hiicre
membranindan gecip hedef molekiile ulasmasi, dagitilmasi ve absorblanmasi ve
bozunmadan kalabilmesi miimkiin olabilmektedir. Bu molekiiller hidrofobik olmakla

birlikte, hidrojen bag1 donérii ve spesifik heteroatom igermelidirler.

1.3. Endiistride Enzim Kullanimi

Enzimler hayati dnemlerinin yan1 sira gida ve diger endiistrilerde ayrica teknoloji
alaninda da 6nem tagirlar. Ornegin; sarap, bira, meyve suyu, siit ve ¢ikolata kaplamali gida
sanayinde, tekstil ve kagit endistrilerinde, ¢esitli organik maddelerin ticari
preparasyonlarinda kullanilir. Her ne kadar ticari enzim iiretim endiistrisi, genis bir gelisme
halinde ise de, enzimlerin kimyasal bilesimleri hakkinda fazla bir bilgiye sahip olunmadig1
yillarda peynir, bira fermantasyonu diger alkollii i¢kilerin liretiminde de bunlarin kullanimi

s0z konusu idi. Enzimlerin bu yararli etkilerinin yaninda, gida maddelerinin bozulma ve



saklanmalarinda ¢esitli sorunlar dogurdugu da bilinmektedir. Bu nedenle gida sanayiinde
enzim teknolojisi ayr1 bir 6nem tasir.

1998 yilinda enzimlerin endiistriyel pazari1 1.7 milyar dolardir. Olusan pazarin %44’
yiyecek % 37’si temizlik tirtinleri, % 10,8’1 giyim, % 5,7’s1 deri, % 2,5’1 kagit hamuru ve
kagit endiistride uygulama alanlarina sahiptir. Tanisal ve tedavi edici enzimler bu pazara
eklenmemistir. Endiistriyel enzim pazari zamanla artig gostererek 2000 yilinda 2.1 milyar
dolara ulagirken, giinlimiizde ise enzim pazar1 hizla biiyiimeye devam etmektedir. (Barredo,
2005). Tablo 1°de endiistrinin farkli alanlarinda uygulama alanlarina sahip bazi enzimler yer

almaktadir (Van der Maarel vd., 2002).

Tablo 1. Endistride kullanilan bazi enzimler

Enzim Uygulama Alani

a- amilaz Nigasta suruplari, fermantasyon, hayvan yemleri
B-amilaz Maltoz surubu

Laktaz Siit tirtinlerinden laktozun giderilmesi

Invertaz Seker pancar1 ve kamistan invert surup liretimi
Tripsin Bebek gidalarinin 6nceden sindirimi

Glukoz izomeraz Nisasta endiistirisinde surup tatlandiricisi
Ksilanaz Kagit endiistrisinde renk giderilmesi

Karbonik anhidrazlar (CA) temel bir reaksiyonu katalizler: sirasiyla karbondioksit
(CO2) ve bikarbonatin geri doniisiimlii hidrasyonu ve dehidrasyonu CO» yakalama ve ayirma
icin mevcut yontemler zor, pahalidir ve CO2'yi atmosferden uzaklagtirmanin amacini etkili
bir sekilde ihmal ederek engelleyici sekilde biiyiik enerji girigleri gerektirir. CA'nin COz
tizerindeki etkinligi nedeniyle, karbon tutumu ve biyoyakit iiretimi gibi endiistriyel
uygulamalar i¢in CA'larin kullanilmasina ilgi artmaktadir. Son on yilda yapilan bir¢cok
calisma, CA'nin CO; yakalama uygulamalarina veya cihazlarina dahil edilmesi i¢in g¢esitli
desteklerin lizerine immobilize etme ¢alismalarina odaklanmistir. Her ne kadar bu prensibin
kanit1 dogrulanmis olsa da, test edilen mevcut CA'lar zorlu endiistriyel kosullara
dayanmamaktadir. Biiyiik Olcekli genom siralama projelerinin ortaya cikisi, bakteriler,
mikro ve makro algler dahil olmak {izere ¢esitli mikroorganizmalardan yeni CA'lar aramak

icin ortaya ¢ikan birka¢ caba ile sonuglanmistir. CA'lar ayrica tibbi uygulamalarda, ilag



verim sistemleri ve yapay akcigerlerde kullanimlart i¢in arastirilmaktadir (Gonzalez ve

Fisher, 2014).
1.4. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidraz (karbonat hidroliyaz, E.C. 4.2.1.1) aktif bolgesinde ¢inko (Zn*?)
bulunduran bir metaloenzimdir. CO; ve HCO;3; arasindaki karsilikli doniisiimiin
ivmelenmesi karbonik anhiraz tarafindan saglanir ve tersinir olan asagida gosterilen

reaksiyonu katalizler. (Badger ve Price, 1994; Supuran ve Scozzafava, 2001).

H" + HCOs H,CO;
L H,O0 + CO, 41
Canlt organizmalarin tiim gruplarinda CA’lar bulunur. CA’lar degiskenlik

gostermelerine ragmen (amino asit diziliminde, aktif bolge yapilarinda) ayni reaksiyonu

katalizledikleri goriiliir (Hewett-Emmett ve Tashian, 1996; Liljas ve Laurberg 2000).
1.4.1. Dagilimi ve CA Siniflari

Glinlimiizde bilinmekte olan biitiin CA’ lar a, B, v, 9, {, n CA olmak {izere alt1 sinifa
ayrilmiglardir. Siniflandirma yapilirken, proteinin amino asit dizilisi, ti¢ boyutlu yapisi, aktif
bolgenin yapisini ve katalitik 6zellikleri esas alinmistir (Supuran, 2016; Hewett-Emmett ve
Tashian, 1996).

a-Smift CA’lar genel olarak hayvanlarda yaygin sekilde goriinmektedir. Bu siiftaki
CA genleri alglerde, bir¢ok bakteride ve bitkilerde bulunmasina ragmen bu siniflarda  sinifi
CA’lar da bulunur. y-Smifi CA’larin bir¢ogu bir kisim bakteri ve arkealarda bulunurlar. 6 ve
C- sinifi CA’lar yanlizca deniz diatomlarindan izole edilmistir.

a-Smifi CA’lar 16 memeli CA izoformunu barindirmaktadir. CA I-II, CA VII ve CA
XII sitozolik enzimler, CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV membrana baglh

enzimler, CA VA ve CA VB mitokondriyal enzimler ve CA VI salgilanan bir izoenzimdir.
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Karbobik anhidraz II (CAII), siilfonamidler ve yliksek katalitik aktivite i¢in ¢ok
yiiksek afiniteye sahip sitoplazmik bir enzimdir. Insan viicudundaki saniyede 10° devir ile
hizli calisan enzimdir (Lindskog S. 1997). CA 1I bir¢cok dokuda bulunur (géz, bobrek,
testis,beyin) ve bazi hastaliklara olasi bir ilag hedefi olusturur (glokoma, 6dem ve epilepsi).
Bunlara ragmen bugiine kadar ¢ogunlukla kan hiicrelerinde ¢alisilmistir (Alterio V. vd.
2012). Insanda CA 1I geni 8q22 kromozumunda bulunur (Nakai H., vd. 1987). Beslenme
giicligii, korlik, sagirlik, kemik iligi yetmezligi ve siddetli anemi CA 1I ile iliskili
hastaliklardir.

Karbonik anhidraz aktivitesine etki eden ¢ok sayida bilesik vardir. Bunlar pratikte
kullanilan ilaglar, fizyolojik maddeler ve laboratuvarda test edilmis kimyasal maddelerdir.
Karbonik anhidrazi inhibe eden ¢ogu ilag sulfonamid yapisindadir (C.Temperini vd. 2008).

Bazi triazol siilfonamidler i¢inde antitimor aktivitesi gozlemlenmistir (SitiRam vd. 2014).

1.4.2. CA’in U¢ Boyutlu Yapisi ve Kataliz Mekanizmasi

CA'larn kataliz i¢cin Zn (II) iyonu gereklidir. X-1s1n1 kristalografik verileri a-CA ig¢in,
metal iyonunun 15 A° derinliginde bir aktif bolge yarigmin (Sekil 1) dibinde, {i¢ histidin
rezidiisii (His94, His96 ve His119) ve bir su molekiilii / hidroksit iyonu tarafindan koordine
edildigini gostermistir (Supuran vd. 2002, Kim G vd. 2000 ve Briganti F. 1997).

Cinko bagli olan su molekiilii sirayla Glu106'nin karboksilat parcasina kopriilenmis
olan Thr199'un hidroksil kismi ile hidrojen bag: etkilesimlerinde bulunur.Bu etkilesimler,
¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilikligini arttirir ve niikleofilik atak i¢in substrati (CO3)
uygun bir yere yonlendirir (Sekil 2). Enzimin aktif formu (Sekil 2A), Zn (II)'ye bagh
hidroksit ile bazik formdur. Bu giiclii niikleofil, ¢evresindeki hidrofobik cepte bagli bulunan
COz molekiiliine saldirir (substrat baglama bolgesi, insan izozimi CA II durumunda Vall31,
Vall43 ve Leul98 rezidiisii igerir) (Sekil 2B). Zn(II) koordineli bikarbonat olusumuna yol
acar (Sekil 2C). Bikarbonat iyonu daha sonra bir su molekiilii ile yer degistirir ve ¢dzelti
icinde serbest birakilir, enzim asit halini alir ve katalitik olarak aktif olmayan Zn(Il)'ye

koordine edilmis su ile ¢oziiliir (Sekil 2D).



Sekil 1. Kirmizi kiire; His94, His96 ve His119 tarafindan koordine edilen ¢inko (II)
iyonu ve mavi kiire; dordiincii ligandinda bir su molekiilii/hidroksit iyonu

goriiliir.
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Sekil 2. CA’larin kataliz mekanizmasi

Enzimin yukaridaki A formunu yeniden saglayabilmek i¢in Sekil 3’teki denklem (1-
2) gercgeklesir. Katalizdeki hiz sinirlayict adim, ikinci reaksiyondur, yani enzimin ¢inko-

hidroksit tiirlerini yeniden olusturan proton transferidir.



EZn*— OH + CO, «—» EZn*'— HCO;y"
EZn?>" —OH, + HCOs~ (1)

EZn —OH, <«—EZn2?~ HO +H* )

Sekil 3. CA kataliz denklemi

CAIl,CA IV, CA VIl ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok aktif izoenzimlerdeki isleme,
aktif sitenin (His 64) girisine yerlestirilen bir histidin rezidiisii ve ayrica bir histidin kiimesi
ile yardim edilir aktif alanin kenarindan enzimin yiizeyine ¢ikinti yapar, boylece ¢ok verimli
bir proton transfer iglemi saglanir. Bu ayni zamanda CA II'nin neden bilinen en aktif
enzimlerden biri oldugunu (keat = Km 1,5 X 108Ms? ile), difiizyon kontrolii sinirmna
yaklagmakta oldugunu ve ayrica klinik uygulamalara sahip inhibitorlerin tasariminda 6nemli
sonuclar1 oldugunu da agiklar.

CA 1, Il ve 1V izozimleri ile siilfonamid inhibitorlerinin birgok X-isin1 kristalografik
yapilar1 mevcuttur (Lindah vd, 1991; Stams vd, 1996; Kim vd, 2000). Butin bu enzim-
inhibitdr komplekslerinde, deprotonlanmis siilfonamid, enzimin Zn (l1) iyonuna koordine
edilir ve NH grubu, sirasiyla, Glu106’nin karboksilat grubuna bagka bir hidrojen bagiyla
baglanan Thr199'un Oy'st ile bir hidrojen bagina katilir. SO.NH grubunun oksijen
atomlarindan biri de Thr199in NH kismiyla direk hidrojen bagina katilir. Sekil 4'te
hCA II’nin kristal yapilari bir siilfamoil kismini (siilfonamid) i¢eren en basit bilesik gosterilir
(Lindah vd, 1991; Stams vd, 1996). Sulfamid NHSO2NH,"nin monoanyonunun, enzim aktif
bolgesi icindeki Zn(ll) iyonuna baglandig1 gosterilmistir (Abbate, 2002). Bu yapi, bu
fonksiyonel grubun (sulfonamid olan1), neden CA inhibisyonu icin benzersiz 6zelliklere
sahip oldugu konusunda bazi yakin goriisler sunmaktadir: (i) Zn(Il) iyonuna koordine
edilmis negatif yiklii, biiyiik olasilikla mono-protonlanmis bir azot sergiledigi; (ii)
eszamanli olarak, bu grup, bitisik Thr199'un oksijeni (Oy's1) dondr olarak bir hidrojen bag:
olusturur ve (iii) SO2 oksijenlerinden biri ile Thr199'un NH arasinda bir hidrojen bagi olusur.
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Sekil 4. X-1si1 kristalografisi ile belirlenen sekilde siilfamidin
(monoanyon olarak) hCA Il'ye sematik baglanmasi

1.4.3. CA Enziminin Fonksiyonlar:

CA’lar, temel bir fizyolojik reaksiyonu (karbon dioksit ve bikarbonat arasindaki
dontisiim) katalizledigi i¢in ila¢ kesfinde hedef olmustur. Bu reaksiyonun, solunum atilim
bolgeleri arasindaki COz’nin tasinmasi, ¢esitli doku ve organlarda -elektrolitlerin
salgilanmasi, pH diizenlenmesi, kemik gelisimi ve rezorpsiyonu, kalsifikasyon ve bazi
metabolik biyosentetik (glukoneojenez, lipogenez ve lireagenez gibi) olaylarla iligkisi vardir.
CA’larin inhibisyonu hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde dnemli yere sahiptir.

H* ve Na* degisiminin, CA aktivitesinden kaynakli oldugu 6ngoriilmistiir. CA’in
aktivitesinin reaksiyon ortaminin iyon bilesimine ve kanin pH’sina bagli oldugu ortaya
konulmustur. Bobrek yetmezligi ve diyabeti bulunan hastalarin, hastaliklariin CA
degisimleriyle alakali oldugu bildirilmistir. Patolojik sartlarda ve hastaliklarda insan
eritrositlerinde CA 1I seviyesinde gozle goriiliir bir degisim olmazken CA I seviyesinde
degismeler oldugu gozlemlenmistir (Gambhir ve de la Zerda, 2007). Daha sonra yapilan
calismada Stevens ve arkadaglar1 CA I ve II izoenzimlerinin diizeyinde diyabetli hastalarin
eritrositlerinde bir azalma oldugu bildirilmistir.CA izoenzimleri obezite, glokom, 6dem,
osteoporoz, epilepsi ve kanser gibi bircok hastaligi tedavi etmek i¢in hedef molekul haline
gelmistir. (Sentiirk vd 2009; Coban vd 2009; Fiore vd 2010)



10

Glokom hastalarinin gozlerinde CA II’'nin salgilandigi bulunmustur. Dolasiyla
hastaligin yiiksek g6z basinci (IOP)’n1 olusturmasinda etkin rol oynadig diistiniilmektedir.
IOP’1 diisiirmenin yollarindan biri de enzimi inhibe etmektir. Bu amagla CA II’nin
stilfonamidler tarafindan inhibe edildigi bilinmektir. (Maren, 1995; Innocenti vd, 2005).

Bilindigi tizere, kolera bir gram negatif bakteri olan Vibrio cholerae’in neden oldugu
bir enfeksiyondur ve iyi tedavi edilmezse, agir elektrolit kaybi ile seyreden siddetli
dehidrasyon ve hipovolemik (kan hacminin azalmasi) sok ile 6lime yol agmaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde kirli sularla bulasan koleranin, yilda yaklasik 3-5 milyon kisiyi
etkiledigi ve bunlarin 100.000-130.000’inin 6liimle sonuglandigi tahmin edilmektedir.
Enfeksiyon esnasinda Vibrio cholerae miktarinin artmasi, karmagik bir diizenleme
basamaklarin1 baslatir ki bu reaksiyonlar Kolera toksini kodlayan genlerin ve diger virulans
genlerinin kopyalanmasini baglatir. Bu da bikarbonat artis1 ile alkaliniteye neden olmaktadir.
Jeffrey ve Basel’e gore, bir CA inhibitorii siilfonamid olan ethoxzolamide, CO2’yi
bikarbonata doniistiiren karbonik anhidraz enzimlerini inhibe etmekte ve bdylece bikarbonat
artisindan kaynaklanan virulans (mikrobun kotii etkileri) artisini kontrol altina almaktadir
(Alafeefy vd., 2014).

Son yillarda yapilan arastirmalarda CA’larin in vitro ve in vivo olarak birkag¢ timor
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi goézlemlenmistir. Bdylece antitimor tedavileri

gelistirmek i¢in bir ipucu oldugu gosterilmistir.

1.4.4. CA Smflari ve inhibitorleri

CA enziminin inhibisyonu, antiobezite, antiglokom, antikanser, ve antikonviilsan,
alaninda farmakolojik alanlara sahiptir. Sulfonamidlerin CA inhibisyonunun terapotik
etkilerinin ilk kez Mann ve Keilin (1940) tarafindan kesfedilmesinin ardindan, diger sinif
inhibitorler de klinik anlamda kullanilmaya baslanmistir. Bugiin i¢in klinik anlamda CA
inhibitorleri glokom, epilepsi, gastroduodenal Ulserler, asit-baz dengesizligi, kanser, obezite
ve bazi norolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, izoformlarinin
sayisinin ¢oklugu (sadece insanda 15 adet), bir¢ok organ ve dokuda yaygin bulunuslar1 ve
mevcut ilaglarin izoenzimlere karsi selektif olmayislari gibi nedenlerle (Capkauskaité vd,
2010; Akdemir vd, 2013) bugiine kadar kullanilan CA inhibitorleri yeterince giivenli
bilesikler degildir. Ornegin, Asetazolamidin (AZA), metazolamid (MZA) ve etokszolamid
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(EZA) (Sekil 5) gibi ticari olarak kullanilan CA II inhibitorleri giiglii inhbitérler olmakla
birlikte spesifik degildirler. Bu bilesikler sadece CA II enzimlerini degil, diger izoenzimleri
de inhibe etmekte ve bunun sonucu olarak da uyusukluk, karincalanma, depresyon,
yorgunluk, kilo kaybi, gastro-intestinal rahatsizliklar, metabolik asidoz, miyop gibi ¢esitli
yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bir diger CA II inhibitorii, topiramate (Sekil 5) olduk¢a zay1f
bir aktiviteye sahiptir. Bu durum arastirmacilari yeni CA inhibitorlerinin kesfi ¢calismalarina
yoneltmektedir (Aditama vd, 2015). Kimyasal olarak bakildiginda ise, ¢cogu CA inhibitorii
bir primer sulfonamid grubu icermekle birlikte, yapilarinda yer alan (hetero)halka(lar)

bakimindan iiniform bir yapinin bulunmadigi goriilmektedir (Kasimogullar1 vd, 2010).
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Sekil 5. Asetazolamidin (AZA), metazolamid (MZA), etokszolamid (EZA) ve topiramat
molekiilleri

Yakin zamana kadar, yalnizca sulfonamidlerin CA’lar i¢in yiiksek afiniteye sahip
oldugu bilinmekteydi. Bazi yeni veriler, CA inhibitorlerinin (CAI’ler) baska bir¢ok bilesik
tiirlinden tasarlanabilecegini gostermektedir. Etki mekanizmasina bagl olarak 5 farklt CA
inhibitorii (CA 1) siifi bilinmektedir.

Birinci sinif; aktif bolgenin iki degerli metal iyonunu selatlayan bilesikler yani ¢inko
baglayicilardir (Supuran, 2017). Bu etkilesim, Zn** atomu ile su molekiilii/hidroksit
iyonu arasindaki koordinasyonu kesintiye ugratir ve sonug olarak enzimatik aktiviteyi bloke
eder. Bu, siilfonamidlere ve bunlarin izosterlerine (siilfamatlar veya siilfamitler) ait olan en
onemli inhibitor siifidir.

Sulfonamidler en ¢ok calisilan CAT’lerdir (Supuran vd., 2015) (Sekil 6-1). Bu siif
bircok bilesik ditiretik (furosemide, indapamide, thiazides, vs) veya antitimor (pazopanib)
ila¢ olarak kullanilmakla birlikte glokom, obezite ve sara gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir (Alafeefy vd., 2016; Khloya vd., 2015). Bu nedenle primer silfonamid
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grubu iceren aromatik veya hetero aromatik bilesikler yeni CA inhibitorii aktivitesine sahip
ilaglarin kesfi amaciyla yogun ilgi goren ve iizerinde ¢aligilan bir grubu olusturmaktadir.
Ayrica, pirazol halkasinin da celecoksib gibi ¢ok sayida CA inhibitorlerinin yapisinda yer
alan ¢ok 6zel ve 6nemli bir farmakofor grup oldugu bilinmektedir (Khloya vd., 2015).

Ikinci smif ise ¢inko ile koordine edilien su molekiilii/hidroksit iyonuna
baglanan(fenoller ve poliaminler gibi) bilesiklerdir (Sekil 6-2) (Supuran , 2016, Karioti vd.,
2016).

Dogal fenoller, difenoller ve salisilatlarin ve ayrica, sentetik bilesikler i¢inde kafeik
asit, felurik asit ve p-kumarik asit gibi dopaminerjik bilesiklerin hCA I ve hCA II sitosolik
enzimlerine karsi aktiviteleri incelenerek i1yi sonuglar elde edilmistir (Maresca vd., 2015).

Ucgiincii sinif; aktif alanin girisini kapatan bilesikler (kumarinler ve izoserleri) dir
(Sekil 6-3) (Maresca vd., 2010).

Kumarinler ve sulfokumarinler ise, bugune kadar bilinen CA inhibitorleri iginde
(sulfonamidler, sulfamat, ditiyokarbamatlar, ksantenler, poliamidler ve fenoller) izoform
selektifligi en yiiksek olan bilesikleridir. Bu 6zellik, enzimin aktif bolgesine baglandiktan
sonra kumarin/stilfokumarinlerin, hidroksi-sinnamik asitler/2-hidroksifenil-x-etenilsulfonik
asitlere doniismelerinden ileri gelmektedir. Olusan bu asitler, CA aktivator baglanma
bolgesine baglanmak suretiyle enzimin aktif bolge girisini tikamak suretiyle enzimi inhibe
etmektedir. Bazi fenolik asitlerin biitin CA [-XIV izoformlarma kars1 etkili olduklari
bilinmektedir (Maresca vd., 2015). Kumarinler (2-kromenonlar), tiyokumarinler, 2-
tioksokumarinler, kumarin/laktonoksimleri ve kumarinlerin izomerleri olan flavonlar (4-
kromenonlar) CA enzimleri i¢in 6n ilag inhibitorleri olarak yeni kesfedilmistir. (Balboni vd.,
2012; Carta vd., 2012; Tanc vd., 2013; Wagner vd., 2010).

Dordiincti smnif; 2- (benzilsiilfonil) benzoik asit gibi aktif bdlgeye baglanan
bilesiklerdir (Supuran, 2016) (Sekil 6-4).

Besinci simif CAl'ler ise (ikincil/ii¢ilinciil siilfonamidler, imatinib, vb. gibi) bilinen bir

mekanizma olmadan hareket ederler (Supuran vd., 2015) (Sekil 6-5).
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Sekil 6. 1) Cinko baglayicilar 2) Cinko koordineli su molekiilii/hidroksi iyonuna
baglanan bilesikler 3) Aktif alanin girisini olusturan bilesikler 4) Aktif
bolgeden baglanan bilesikler 5) CAI bilinen mekanizma olmadan hareket
edenler

Heterohalka iceren sulfonamidler icinde pirimidinil benzensilfonamidler, selektif
CA 1, CA I, CA VIl ve CA Xll inhibitorleri olarak Stidzius ve grubu tarafindan bildirilmistir
(Sudzius vd., 2010). Biyolojik aktivite gdsteren dogal iiriinlerin yapisinda yer alan bir diger
onemli heterohalka da kuskusuz indol halkasidir. Bir CA inhibitdrii olan nortopsentin
yaninda diger dogal iiriinler, arcyriaflavin A ve hyrtiosin B arastirma gruplarinin {izerinde
calistig1 bilesiklerdir. CA inhibitorleri olarak bisindolilmetan bilesikleri ise Imran ve grubu

tarafindan sentez edilmistir (Imran vd., 2015) (Sekil 7).
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Sekil 7. Pirimidinil benzen siilfonamidler ve yeni indol halkalari

hCA Inhibisyonu gosteren bilesikler arasinda pirazol tiirevleri de 6zel bir éneme
sahiptir. Pirazol tlirevlerinin farmasétik kimya ve tarim alanlarinda degisik uygulamalari
bulunmaktadir ve bu bilesiklerin anti hCA aktiviteleri yaninda antibakteriyel, antiinflamator,
antiobezite, antidepresan, antikoagiilan ve sitotoksit aktiviteleri de bildirilmistir (Balseven
vd., 2013). Kasimogullar1 ve grubu tarafindan yapilan bir ¢aligmada, anti hCA aktivitesi
goOsteren, benzensiilfonamid birimi de igeren pirazol tiirevleri sentez edilmistir. Pirazol
halkas1 iceren bir diger grup benzensiilfonamidler Khloya ve arkadaglari tarafindan
bildirilmistir ki bu bilesiklerde bir amid veya hidrazid fonksiyonunun varligi da dikkati
cekmektedir (Khloya vd., 2014) (Sekil 8).
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Sekil 8. Priazol turevleri
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1.5. Triazollerin Yapisi ve Biyolojik Etkileri

Triazoller besli halkada ii¢ azot atomu ve iki adet karbon atomu igeren bilesiklerdir

(Sekil 9) (Kharb vd., 2011).

H

1

\_;/NQ
4N 3

5

Sekil 9. 1,2,4-Triazol halkasi

Triazollerin 1,2,3-triazoller ve 1,2,4-triazoller olarak iizere iki tane izomeri vardir

(Sekil10) (Oziminski vd., 2003).

N
H

1,2,3-Triazol  1,2,4-Triazol

Y
H

Sekil 10. Triazol izomerleri

Triazoller antifungal, antioksidan, antibakteriyel, antikonviilsan ve antitimdr gibi
ilaglar olarak bulunmaktadir. Hastaliklarin tedavisini umut olabilmek i¢in Wilkinson vd.
(2007, 2008) glikoziltriazol benzen sulfonamid molekiilleri sentezlemis ve karbonik
anhidraz inhibisyonu iizerine etkisini incelemistir. Azol halkalar1 i¢inde 1,2,4-triazol halkasi,
sergiledigi degisik biyoaktivitelerden dolayr uzun zamandir arastirmacilarin dikkatini
cekmektedir ve bu birimi iceren ve antimikrobial, antitliberkllar, analgesik, anti-
inflammator, anti-konvulsan, antiviral ve antidepresan aktivite gosteren ¢ok sayida ilag
bilinmektedir (Al-Masoudi vd., 2006; Siddiquia vd., 2011; SitaRam vd., 2014). Giiniimiizde
ticari olarak satilan Fluconazole ve Itraconazole gibi ilaclar da 1,2,4-triazol tiirevleridir. (Al-

Majidi ve Saeed, 2013; Lima-Neto vd., 2012; Jamkhandi ve Disouza, 2013).
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1.6. ila¢ Kesfinde Yeni Yaklasimlar

90’11 yillarin basinda kimya, fizik ve biyoloji bilimleri alanlar1 ilag kesfi ¢alismalarinin
ilerlemesi i¢in birlikte kullanilmistir. Bu birliktelik 6nceki raslanti modeline nazaran, artik
bilingli olarak hastaliklara yonelik tedavi arayislari devam etmektedir. 2. Diinya savasi
esnasinda antibiyotigin kesfi bu yaklasimin en biiyiik 6rneklerinin baginda gelmektedir. Bu
bilgiler 1s1¢inda DNA’nin yapisinin daha iyi anlasilabilmesi yeni gelismelere Onciiliik
etmistir. 90’11 yillarin son kisminda artik kimya ve farmakolojinin is birligi sayesinde
kimyasallar, reseptor ve ligandlarin kesfi ve giinimiizde kullanilan serotonin ve histamin
antagonistleri kesfi yapilmistir. Yine bu donemde bilgisayar teknolojisi ve genetik bilimi is
birlikteligi baslamistir. Bu olumlu birliktelik kanserle miicadelenin baglamasina dncullik
etmistir.

Biyolojik oneme sahip organik bilesiklerin sentezinde g¢evre dostu “yesil kimya”
tekniklerinin kullanimi en 6nemli yaklasimlardan biri haline gelmistir (Azizi vd., 2015;
Majumder vd., 2014). Tek kap ¢ok bilesenli reaksiyonlar {i¢ veya daha fazla birimin tek bir
operasyon ile, baska bir deyisle tek kap icinde birlestirildigi reaksiyonlar olarak kabul
edilmektedir (Shaabani vd., 2016). Cok bilesenli tek kap reaksiyonlar 0Ozellikleri
tyilestirilmis biyoaktif bilesiklerin sentezine olanak sagladigi i¢in organik kimya, medisinal
kimya ve kombinatoryal (biitiinlestirici) kimya arastirmalarinin 6nemli bir ilgi alanin
olusturmaktadir. Tek kap ¢ok bilesenli reaksiyonlarinin geleneksel tip sentezlerle
karsilastirildiklarinda, esnek, ekonomik, zaman ve enerji tasarruflu ve yiiksek verimli
olmalar1 gibi bazi tstiinliikleri bildirilmistir (Yamuna vd., 2011; Majumder vd., 2014;
Dongare vd., 2016). Yeni ilag gelistirme ¢aligmalarinda kombinatoryal kimyanin basarili
sonuglar vermesi, heterosiklik tek kap ¢ok bilesenli metodolojiler ve ¢cevre dostu yontemlerin
gelistirilmesine biiyiik 6l¢iide baghdir (Dongare vd., 2016). Bugiin i¢in, ¢ok bilesenli bir
reaksiyonu, stokiometrik oranlarda kullanilan toksik katalizérler, toksik ¢oziicii igeren
ortamlar olmaksizin ve/veya pahali saflagtirma teknikleri kullanilmaksizin katalitik bir “tek
basamakli” reaksiyon ile gerceklestirmek “sanati”, modern organik kimyanin oldugu kadar
“yesil kimya’nin da 6nemli hedeflerinden biri haline gelmistir (Ranu vd., 2000).

Mikrodalga 1sinlandirma yonteminin, tek kap cok bilesenli reaksiyon teknigi ile
kombine kullanilmasinin, bilimsel ve yesil kimya agisindan 6zel bir nemi bulunmaktadir.

Bu durum reaksiyon stiresini ve kullanilan enerjiyi bir hayli azaltmakta ve farmasotik agidan
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onemli ve genis bir kimyasal yap1 ¢esitliligi ve etki spektrumuna sahip yeni bilesiklerin
gelistirilmesi i¢in ekonomik bir yol saglamaktadir (Mathew vd., 2007; Tala vd., 2015).

Son yillarda ultrasonik 1s1nlama yontemi de sentetik bakimdan 6nemli reaksiyonlarin
hizlandirilmas1 amaciyla kullanilan bir diger teknik olarak ortaya c¢ikmistir. Bilimsel
cevrelerce bir yesil kimya teknigi olarak degerlendirilen ultrasonik sentez yontemi de belli
avantajlara sahip oldugu seklinde degerlendirilmektedir. Bu avantajlar; reaksiyon veriminde
onemli miktarlarda iyilesme, reaksiyonun yiiriiylisiinde istenen modifikasyonlarin
yapilabilmesi, iiriin olusumunda biiyiik bir selektivite ve saf {iriin olusumu, kolay
uygulanabilirlik, az miktarda ¢oziicii kullanimi1 ve enerji tasarrufu, reaksiyon siiresinin
onemli derecede azalmasi ve minimum miktarda yan iiriin olusumu olarak kabul
edilmektedir (Shi vd., 2015; Naeimi ve Shaabani, 2017; Nikpassand vd., 2016).

Gunumuzde, biyolojik hedefe ait bilgilere dayanarak, yeni ila¢ molekullerinin
tasarlandigi ilag gelistirme yontemi olan akilci ilag tasarimi yontemi kullanilmaktadir. Yeni
ilag molekiillerine ulasmak icin Onemli bilgisayar yoOntemleri ve yazilimlar

kullanilmaktadir.

1.6.1. Molekiiler Modelleme Calismalari

Molekiler modelleme, ilgilenilen belirli bir proteine baglanan ve iki veya daha fazla
molekiil arasinda olusan molekiiller aras1 kompleksin yapisini tahmin etmek i¢in kullanilan
bir ligandin "en uygun" yonelimini tanimlayan bir optimizasyon problemi olarak
tanimlanabilir. En  ilging  vaka, ilaglardaki uygulamalari nedeniyle protein  ligand
etkilesimidir. Ligand, proteinin baglanma bolgeleriyle etkilesime giren kiiglik bir
molekildir. Baglamanin meydana gelebilecegi birkag olasi karsilikli uyum vardir. Bunlar
genellikle baglanma modlar1 olarak adlandirilir ( Vijesh vd., 2010). Modern ilag
tasariminda, molekiiler modelleme, ilag-reseptor etkilesiminin anlasilmasi i¢in rutin olarak
kullanilir. Molekiiler modelleme, ilag reseptorii etkilesimleri hakkinda yararl bilgiler saglar
ve kiiciik molekiil ila¢ adaylarinin afinitesini ve aktivitesini tahmin etmek amaciyla protein
hedeflerine baglanma oryantasyonunu tahmin etmek icin siklikla kullanilir.

Bu modelleme yaklagimini baz alarak sentezden once ila¢ hakkinda bilgiye sahip
olarak, ilac icin istenilen ozellikler belirlenip, sonrasinda bu 6zellikler yardimiyla uygun

sentezler gergeklestirilir. Bunun yani sira bilgisayar ekraninda dondiirme yapilarak molekiilii


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/protein-ligand-interaction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/protein-ligand-interaction
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535211002681#b0085
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degisik acilardan gorebilir, geometrileri ve izometrik yapilart belirlenebilir, enerjileri

hesaplanabilir, MO diyagramlari elde edilebilir.

1.6.2. ADME Ozellikleri

Absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve eliminasyon (ADME) Ozellikleri, bilesiklerin
hedef proteinine ulasma ve viicuttan kolayca elimine edilme yetenegini aciklar. ilag
tasarimina yoOnelik hesaplamali yaklasim, cesitli bilesiklerin molekiiler analizlere tabi
tutulma maliyetini ve suresini azaltmak igin buytk o6lglide yardimer olur. Lipinski'nin bes
kurali (ROF), dogada oldugu gibi bir bilesigin dogasinda oldugu gibi kabul edilmesi gereken
bazi kriterleri igerir; bu kriter, 500 'den (<500) daha diisiik bir molekiil agirligi, 5'e esit veya
daha az hidrojen bag dondrleri, 10'a esit veya daha az hidrojen bagi alicilart ve 5'ten (<5)
diisiik oktanol su katsayisi (logP)dir. Bu nedenle, bu kural ile uyumlu olan bilesikler, dogada
ilac benzeri olarak kabul edilir. LADME, ADMET veya LADMET kullanilarak toksidite de
g6z 6nunde bulundurulur (David vd., 2018).

1.6.3. Kantitatif Yapi-Aktivite liskisi (QSAR)

Kemometriklerin uygulandigi Kantitatif Yapi-Etki iliskilerine (Quantitative Structure-
Activity Relationships) kisaca QSAR denir. QSAR yaklasimi ile kimyasal yapi niteliklerinin
(molekdler nitelikler (descriptors)) biyolojik aktivite arasindaki iligkisi, fiziko-kimyasal
Ozellikleri arasindaki iliskisi (QSPR = Quantitative Structure Property Relationships) ve
kimyasallarin ¢evresel ve toksikolojik davraniglarinin irdelenmesi yapilabilmektedir

[k olarak, fiziksel organik kimyanin mantiksal uzantis1 olarak kavramsallastirilan,
QSAR modellemesi, nispeten basit regresyon yoéntemleri kullanarak uygulamada kiguik
serilerdeki bilesiklere kadar genis bir ¢esitlilik gostermektedir ve ¢ok ¢esitli istatistiksel ve
makine dgrenme teknikleri de kullanilarak binlerce farklt molekiiler yapi iceren ¢ok biiyiik
veri setlerinin mimkdun olabilmektedir. QSAR modelleri, kimyasallarin, malzemelerin ve
insan saghigr nanomalzemeleri ve ekolojik sistemler (zerindeki potansiyel etkilerini

degerlendirmek i¢in genis bir uygulama alani bulunur.
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1.7. Literattr Ozeti

CA’nin kesfinden bu zamana kadar (1932) tam 86 yil ge¢mistir CA ilk Once
omurgalilarin eritrositlerde kesfedilmistir (Brinkman vd., 1932). CA kisa siire sonra 1933'te
Meldrum ve Roughton tarafindan eritrositlerden izole edildi. 1940'da ¢inkonun bir ortak
kofaktor oldugu kesfedildikten sonra, CA ilk taninan metaloenzim oldu (Keilin ve Mann
1940). Ayn1 zamanda, siilfanilamidin, farmakolojik incelemelere ve sonucta CA
inhibitorlerinin glokom tedavisi i¢in dnemli olarak kesfedilmesine yol agan enzim inhibitorii
oldugu sonucuna varilmigtir (Mann ve Keilin 1940; Maren 1995 ve Khalifah 2003).

Lindskog, ¢inko iyonunu kobalt ile degistirdiginde enzimin aktivitesinin
etkilenmedigini tespit ettiginde, enzime olan ilgi de kazanilmis oldu (Lindskog ve Malstrom,
1962). Bu, metallerin oksidasyonu ile ilgili birgok g¢alismaya ve enzimin aktivitesinin
yakindaki gruplarin iyonlagsmasina bagli oldugu teorilerine yol agti (Whitney vd., 1967,;
Appleton ve Sarkar 1974; Shinar ve Navon, 1974). insan eritrositleri, 1970'lerde CA-I
(Andersson vd., 1972 ve Lin ve Deutsch 1973) ve CA-II'nin ilk amino asit sekanslarini izole
etmek ve elde etmek icin kullanild1 (Henderson vd., 1973 ve Lin ve Deutsch 1973). John
Edsall, insan eritrosit CA'nin kinetigi iizerine kapsamli calismalar yapti ve ayrica ilk
yarigmali inhibitor imidazolii kesfetti (Edsall 1968 ve Khalifah 2003).

Edita ve arkadaslari bir dizi tiazol siibstitiic benzen siilfonamid bilesikleri sentezlemis,
12 insan CA izozimi {izerine inhibisyonunu ¢alismis ve sentezledikleri gruplardan birkaginin
antikanser hedefi olan CA IX’e se¢icilik gosterdigini bildirmistir (Edita vd., 2018)

Azol halkalar1 icinde 1,2,4-triazol halkasi igeren giiglii antitimor bilesikler de
bildirilmistir (SitaRam vd., 2014). SitaRam ve grubu ise yaptiklart bir ¢calismada, timor
baglantili CA inhibitorleri olarak triazol iceren benzensulfonamidler elde etmislerdir.
Triazol igeren sulfonamidler, Carta ve grubu tarafindan da CA inhibitérleri olarak elde
edilmistir (Carta vd., 2016). Chandak ve grubu, timér olusumu ile ilgili CA’larin selektif
inhibisyonuna yol agan inhibitorlerin sentezi amaciyla, benzensulfonamid ve kumarin
halkalarina ilaveten pirazol, imidazol ve/veya 1,3-tiyazol halka(lar)s: iceren yeni hibrit
bilesikler elde etmislerdir (Chandak vd., 2016). Safak ve ¢alisma arkadaslar1 bir dizi 1,2,4-
triazol-5-on bilesigini ¢evreci sentez teknigi olan tek kap ¢ok bilesenli reaksiyon teknigi ile
sentezleyip, karbonik anhidraz (zerine inhibisyonunu, antimikrobial, antitumor gibi farkli

biyolojik aktiviteler sergileme potansiyelini, molekiiler modelleme teknigi kullanarak
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molekilin en iyi baglanma pozisyonunu bularak ayni zamanda ADME ¢alismasiyla da ilag
potansiyelini ortaya koymustur (Akin S., vd., 2018).

1.8. Cahsmanin Kapsami, Amaci ve Onemi

Bu c¢alismada KTU, Fen Fakiiltesi, Kimya Bélumii, Organik Kimya Anabilim Dali
arastirmacilar1 tarafindan sentezlenmis olan bazi organik bilesiklerin (triazol tirevi)
endustriyel ve klinik dneme sahip karbonik anhidraz enzimi i¢in inhibisyon potansiyellerinin
incelenmesi amaglanmustir.

Bu hususlar g6z 6niine alindiginda galismadaki temel amaglar su sekilde siralanabilir:

1. Ticari olarak satin alinan sigir serum karbonik anhidrazin optimum ¢alisma sartlarinin
tespit edilmesi ve enzime ait kinetik bayukliklerin (Vmax, Km) tespit edilmesi,

2. Incelenen organik molekiillerin (triazol tiirevleri) reaksiyon karisiminda deneysel
biyokimyasal kinetik ¢alismalarin tekrarlanmasiyla birlikte herhangi bir CA
inhibisyonuna sebebiyet verip vermediklerinin belirlenmesi ve eger inhibisyon s6z
konusuysa incelenen molekdller icin ICso ve Kjdegerlerinin belirlenmesi,

3. Karbonik anhidrazi en etkili bir sekilde inhibe eden molekiiliin varliginda inhibisyon
trdndn belirlenmesi,

4. Bu organik molekdllerin molekiiler modelleme ¢aligmalariyla, karbonik anhidraza ne
derecede baglandiginin enerji hesaplamalariyla ortaya konulup, deneysel ¢alismalarla
teorik ¢aligmalarin birlikte degerlendirilmesi,

5. En etkili inhibisyona sahip olan molekiilin ADME c¢alismasiyla ilag olabilme
etkinliginin belirlenmesi,

6. Inhibisyona sebebiyet veren organik molekiillerin alternatif ilag aday molekiilleri
olarak endiistride ve farmasoétik kimya alanlarinda kullanilmak {izere biyoteknolojiye

kazandirilmasi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Yapilan ¢alismada kullanilan kimyasallar ve enzim Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan Enzim ve Kimyasallar

Kimyasalin Adi1/ Enzim Marka ve kodu
Sigir Eritrosit Karbonik Anhidraz(bCA) Sigma, C3934
Sulfonilamid Sigma, 46874
p-Nitrofenil asetat (p-NPA) Sigma, N8130
Etanol Sigma, 32221
DMSO Sigma, S0481

2.1.1. Enzim, Tampon ve Substrat Cozeltileri

¢50 mM, pH 7,4 Tris-SO4 tamponu: 6,055 g Tris yaklastk 950 mL saf suda
cozuldukten sonra pH 7,4 oluncaya kadar 1 M H2SOs ile titre edildi ve ¢ozeltinin hacmi saf
suyla 1 L’ye tamamlanda.

o p-Nitrofenil Asetat (p-NPA) Cozeltisi: Cozelti icin 27,2 mg p-NPA tartilarak, 1 mL
asetonda ¢0zildl. Hizlica karistirilmakta olan 49 mL saf suyun igerisine yavasca ilave edildi.
p-NPA ¢ozeltisi her seferinde taze hazirlandi. Bu substrat ¢ozeltisinin konsantrasyonu 3 mM
olmakla birlikte daha derisik hazirlamak p-NPA’nin ¢oziiniirliik sinirlamasindan dolay1
mimkun olmamaktadir.

e Karbonik Anhidraz (CA) Cozeltisi: 1 mg karbonik anhidraz tartilip, Onceden
hazirlanmis olan 1 mL Tris-SO4 tamponunda (50 mM, pH 7,4) ¢ozildu. Cozelti stogu 1
mg/mL dir.
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2.1.2. Cahsmada Kullanilan inhibitor Molekiiller

Tablo 3. Calismada Kullanilan inhibitér Molekiilleri

Numarasi | Formull Formult
3a 4-{[(2-Hidroksifenil)metilen]Jamino}- oy
5-metil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-tirazol-3- f/
on N—N

)

o
N

3b 4-{[(5-Kloro-2-
hidroksifenil)metilen]Jamino}-5-metil-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-tirazol-3-on

e

N—N
..-f'j\"N)“"-‘o
|

N
S

s
HO
T
4

HO

3c 4-{[(5-Bromo-2-
hidroksifenil)metilen]Jamino}-5-metil- G
2 4-dihidro-3H-1,2,4-tirazol-3-on ﬁ/_/_/

HO

Hy
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Tablo 3’in devami

ad 4-{[(2-Hidroksi-5-
nitrofenil)metilen]Jamino}-5-metil-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-tirazol-3-on

3e 4-{[(2-Hidroksi-5-
metoksifenil)metilen]Jamino}-5-
metil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-tirazol-3-

dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-
il)asetohidrazit

MN—N
4
on /&N/‘go
n
e
HO, }
OCH;
6 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-

.
2//2

7a 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-
dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il)-N'-[(2-
hidroksifenil)metiliden]asetohidrazit

i

I
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Tablo 3’in devami

7b 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-dihidro-4H-
1,2,4-triazol-4-il)-N'-[(5-kloro-2-
hidroksifenil)metiliden]asetohidrazit /J_/—JCHB
N—mN
AN)§0
'\(o
HN\
N
! A
i
HO =
7c 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-dihidro-4H-
1,2,4-triazol-4-il)-N'-[(5-bromo-2- s
hidroksifenil)metiliden]asetohidrazit /_/—/—/
N—M
/"&N/\*o-
k(o
Hb
™
Ll : L Br
HQO
7d 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-dihidro-4H-
1,2,4-triazol-4-il)-N'-[(2-hidroksi-5- i CHs
nitrofenil)metiliden]asetohidrazit ] /—/_/—/
; N=—P
;-/{N/\%O
o]
\,HN\"N
{ : No,
O
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Tablo 3’iin devami

Te 2-(1-Heptil-3-metil-5-okso-1,5-dihidro-4H-
1,2,4-triazol-4-il)-N'-[(2-hidroksi-5-
metoksifenil)metiliden]asetohidrazit

CH,

2.1.3. Kullamilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Cihaz ismi Marka Model
pH metre Inolab WTW pH 720
Destile Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Derin Dondurucu Regal RDD-1280
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2.2. bCA Aktivitesinin Tayini ve Optimizasyonu
2.2.1. CA (Esteraz) Aktivitesi Tayini

CA aktivitesi Armstrong ve arkadaslar1 tarafindan getistirilmis olan esteraz aktivitesi
yontemine gore belirlendi. Bu yontemin prensibi, CA enziminin, substrati olarak kullanilan p-
NPA’1 348 nm dalga boyunda absorbsiyon veren p-nitrofenolat veya p-nitrofenol’e hidroliz
etmesi esasina dayanir. Olugan p-nitrofenolat veya p-nitrofenolun ikisi de 348 nm dalga boyunda
ayn1 absorbansa sahiptir. Bu sebeple fenol grubundaki elektrofilin (H) hidrolize olmamasi
Olcimi etkilemez (Armstong vd 1996; Verporte ve Mehta 1967). Reaksiyon denklemi ve
aktivite tayin yontemi asagidaki gibidir.

Q CA .
1“”3’z—<\i,>—cu:‘CH3 + H,0 th—@-OH + CH;COOH

150 pL enzim c¢ozeltisi (50 mM, pH 7,4 Tris-SO4 tamponunda), 500 pL Tris-SO4
tamponu (50 mM, pH 7,4), 100 pL saf su ve 750 pL p-nitrofenil asetat (p-NPA, 3 mM stok

cozeltisi) kuvet icerisine pipetlenerek reaksiyon baslatildi. Karisim lag fazi igin oda
sicakliginda 3 dakika bekletildi. Daha sonrasinda spektrofotometre 348 nm dalga boyuna
ayarlanarak karisimin 9 dakika boyunca kore karsit absorbansi izlendi. Bir iinite enzim
aktivitesi, oda sicakliginda (25 °C) 1 dakikada agiga ¢ikan 1 pmol p-nitrofenol olarak verildi.

Tayin yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari tabloda gosterilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. bCA Aktivitesinin Tayini I¢in Reaksiyon Karigimi

Reaktifler Kontrol (uL) Numune (pL)
Tris-SO4 tamponu 650 500

(50 mM, pH 7,4)

Saf su 100 100
Karbonik anhidraz ¢ozeltisi 150

(1 mg/mL)

p-NPA (3 mM) 750 750
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2.2.2. Enzim Konsantrasyonunun Aktivite Uzerine EtKkisi

bCA’nin optimum konsantrasyonu belirlenirken sirasiyla p-NPA (1,5 mM nihai), tris
tamponu (50 mM, pH 7,4) ve enzimin nihai konsantrasyonu 1-37,5 pg/mL skalasindan
olacak sekilde 2.2.1°de bahsedildigi iizere bir dizi aktivite tayini yapildi. Hesaplanan aktivite
degerleri ile enzim konsantrasyonuna karsi grafik ¢izildi. Daha sonraki ¢aligmalar, bu
grafikten tayin edilen ve ilk hiz 6l¢timlerinin saglikli bir sekilde yapilabilecegi uygun bir

enzim konsantrasyonunda gergeklestirildi (Paul vd., 1991).

2.2.3. Substrat Konsantrasyonun Aktivite Uzerine EtKisi

Substrat konsantrasyonunun bCA aktivitesi lzerine etkisini gozlemlemek icin, sabit
enzim konsantrasyonunda (5 pg/mL nihai) sicaklik (25 °C) ve pH (7,4) sabit tutularak, bir
seri farkli substrat konsantrasyonlar1 (p-NPA nihai konsantrasyonu 0,2-2,5 mM araliginda)
iceren reaksiyon karisimlari hazirlanarak aktivite tayinleri yapildi. Sonuglar nezdinde hiz
degerleri hesaplandi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve CA i¢in p-NPA mevcudiyetinde
Km Ve Vmaks degerleri tayin edildi (Lineweaver ve Burk, 1934).

2.2.4. Sicakhigin Aktivite Uzerine EtKisi

bCA enzim aktivitesinin optimum oldugu sicaklik degerini belirlemek amaciyla
onceden belirlenen substrat ve enzim konsantrasyonlart varliginda ve pH 7,4’de, 10-70 °C
sicaklik skalasinda 10 °C sicaklik farki olacak sekilde bir dizi reaksiyon hazirlanarak
2.2.1°de bahsediligi lizere aktivite tayinleri yapildi. Daha sonra elde edilen veriler 1s18inda
sicaklik-%bagil aktivite grafikleri ¢izildi ve enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik degerleri
belirlendi (Dincer vd., 2002). Bundan sonraki ¢alismalar belirlenen optimum sicaklik

degerinde gerceklestirildi.

2.2.5. pH’nin Aktivite Uzerine Etkisi

bCA enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in reaksiyon karisimi igerisine 6nceki
calismalar sonucunda belirlenen konsantrasyonlarda substrat ve enzim (her bir reaksiyon
karisiminda sabit tutularak) ilave edildi. Optimum sicaklik degerinde reaksiyon karigimina

onceden hazirlanmis olan pH 5,0 i¢cin 50 mM asetat tamponu, pH 6,0-7,0 igin 50 mM fosfat
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tamponu, pH 7,4 icin 50 mM tris-SO4 tamponu ve pH 8,0-9,0 i¢cin 50 mM tris-HCI
tamponlar1 eklenerek 2.2.1°de anlatildig1 gibi enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen
sonuglar ile pH- %bagil aktivite grafigi ¢izildi ve optimum pH degeri belirlendi (Colak vd.,
2005). Bundan sonraki ¢aligsmalar tayin edilmis olan optimum pH degerinde yapildi.

2.3. Inhibisyon Cahsmalar1

2.3.1. Organik Molekullerin Sigir SerumKarbonik Anhidraz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Sigir serum karbonik anhidraz (bCA) aktivitesi yukarida bahsedildigi sekilde optimize
edildikten sonra 3a-e, 6, 7a-e molekillerinin bCA inhibisyon potansiyelleri incelendi.
Inhibisyon calismalari igin organik molekdillerin stok ¢ozeltileri DMSO:etanol (1:1) ¢oziicil
cifti igerisinde hazirlandi. Reaksiyon karisimi sirasiyla, tampon, bCA ¢ozeltisi (nihai 5
pg/mL) ve inhibitor cozeltisi (reaksiyon karigimlarindaki nihai konsantrasyonlari olacak
sekilde; 3b, 3c, 3d, 6 ve 7d icin 0-50 UM, 3a icin 0-5 uM, 3e icin 0-15 puM, 7a icin 0-5000
MM, 7b icin 0-100 pM, 7c igin 0-200 UM ve 7e i¢in 0-1500 uM) Tablo 6°da verilen
miktarlarda, karigtirildi ve oda sicakliginda 10 dakika 6n inkiibasyon yapildi (Supuran,
2003). Daha sonra p-NPA (substrat) yukarida belirtilen konsantrasyonda reaksiyon
karisimina belirtilen hacimde eklendi. Bundan sonraki islemler 2.2.1°de bahsedildigi gibi
yapildi. Kontrol karigimina inhibitor ¢oziiciisii (6n inkiibasyon karigimindaki inhibitor
cozeltisi yerine) konuldu. Literatiirde belirtildigi gibi enzimler organik ¢o6ziiciiler varliginda
inhibe olabilmektedir (Copeland, 2005). Bu nedenle inhibisyon galismalarindaki kontrol
karisgimlarinda ¢oziiclinlin inhibisyon etkisi de dikkate alinarak reaksiyon ve kontrol
karisimlar1 hazirlandi ve organik ¢oziiciiniin reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu
%1-2’1 agmayacak sekilde ayarlandi. Organik molekiiller igin ayr1 ayri [inhibitor]-%bagil
aktivite grafigi ¢izildi ve 1Cso degerleri belirlendi.
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Tablo 6. bCA Calismasi i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karigimi

Reaktifler Kontrol (uL) Numune (nL)
Tris-SO4 Tamponu 550 550
bCA Cozeltisi 150 150
Inhibitor Cozeltisi 50
Inhibitér Coziiciisii 50
p-NPA Cozeltisi 750 750

2.3.2. inhibisyon Tiiriiniin Belirlenmesi

Inhibitér molekiillerinin 2.3.1°de bahsedilen sekilde ICso degeri bulundu ve bu
molekillerden ICso degeri en diisiik olarak tespit edilen inhibitér molekiilii varhiginda (7¢
molekilu) inhibisyonun tird ve Ki degeri hesaplandi. Calismalar optimum sartlar altinda
gerceklestirildi.

Bu calismada 7c¢ molekiiliiniin yoklugunda ve iki degisik konsantrasyonunda
(15 pM ve 200 puM) yukarida ifade edildigi sekilde aktivite tayini yapildi. Elde edilen
verilerden Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri gizildi. Inhibitor yoklugunda ve
inhibitér mevcudiyetinde Km ve Vmaks degerleri bulunduktan sonra bu kinetik degerlerin
degisimi gozlemlenerek inhibisyon tirl belirlendi. K;i degeri matematiksel olarak
hesaplandi. 0,2-1,5 Km araligindaki substrat ve %18-67 inhibitoér (I) konsantrasyonlari
secilerek calisma yapildi.

2.4. In Siliko Calismalar

2.4.1. Molekiiler Modelleme Calismalari

Inhibitér molekiillerinin enzime baglanma &zelliklerini tayin etmek icin doking
caligmalar1 yapildi. Organik molekiillerin enzim aktif bolgesine (ceplere) baglanma
enerjileri tespit edildi ve bu baglanma enerjilerinin inhibisyon ¢aligmalar ile uyumlulugu
belirlendi. Calismada kullanilan organik molekiillerin (Tablo 5) optimizasyon calismalari
Spartan 16 programui ile yapildi. Optimizasyon yéntemi olarak konforamasyonal dagilim ile

molekdller mekanikler/MMFF, denge geometrisi ile yar1 ampirik/PM6 ve yogunluk
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fonksiyonlari/M06-2X/6-31G** kullanildi. Bilesiklerin doking ¢alismasinda hedef reseptor
olarak segilen sigir eritrosit karbonik anhidraz II’nin kristal formu, Protein Veri Bankasi
(Protein Data Bank , www.rcsh.org) web sitesinden PDB formatinda (1VV9E) elde edildi ve
kristal formu literatirden bulundu (Satto vd., 2004) Enzim, Autodock Tools-1.5.6 ile
saflastirildi ve daha sonra organik bilesiklerin enzim aktif bolgesindeki ligand-protein
etkilesimleri, Autodock Vina 1.1.2 kullanilarak incelendi. Organik molekiillerin baglanma
enerjileri hesaplandi ve inhibitor potansiyelleri teorik olarak izlendi. Reseptor ve ligandlar
arasindaki etkilesimler Discovery Studio 4.5 Client programi kullanilarak arastirildi ve

izlendi.

2.4.2. ADME Cahsmasi

ADME c¢alismalart i¢in iki farkli web sitesi (www.molsoft.com/mprop,
www.molinspiration.com) kullanildi. ADME ¢aligsmalari i¢in 6nce siteye girilip uygun islem
adimlan secilerek molekiillerin ¢izimi yapildi ve ADME o6zellikleri hesaplandi. Boylece
molekdllerin ila¢c benzerlikleri ortaya konuldu. Molinspiration online hesaplama Kiti
kullanilarak % ABS (ylzde absorbsiyon), TPSA (topolojik polar yiizeyi alani1), n-ROTB
(donen baglarin sayisi), MV (molekuler hacim), MW (molekiiler agirlik), miLog (bilesigin,
su ve n-oktanol arasinda dagilim katsayisinin logaritmasi), n-ON akseptori (hidrojen bagi
akseptori sayisi), n-OHNH dondrleri (hidrojen bagi donorii sayisi) hesaplandi (URL-2).
Yizde absorbsiyon (%ABS), %ABS=109—(0.345xTPSA) esitligi kullanilarak hesaplandi
(Zhao vd., 2002).

2.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler excel programi kullanilarak yapildi ve sonuglar standart sapma

olarak sunuldu.



3. BULGULAR

3.1. Sigir Serum Karbonik Anhidrazin (bCA) Optimizasyonu

Calismada kullanilan organik molekiillerin ticari olarak satin alinan sigir serum
karbonik anhidraz (bCA) aktivitesi (zerine inhibisyon potansiyellerini ortaya koymak
amaciyla yapilan inhibisyon c¢alismalarima baslamadan Once enzim aktivitesi literatiire
uygun olarak belirlendi ve optimize edildi. Bu ¢aligmalardan elde edilen bulgular Tablo 7°de
sunulmaktadir. Inhibisyon c¢alismalarindaki reaksiyon karisimlarmmm Kpn degerindeki
substrat konsantrasyonunda hazirlanmas1 gerektiginden (Copeland, 2005) enzim ig¢in
optimum ¢alisma sartlarinin belirlenmesi yaninda Km degerinin de belirlenmesi 6nemlidir.
Ancak bCA igin Lineweaver-Burk egrisinden hesaplanan Ky degeri (2,07 mM) substratin
reaksiyon karigimindaki ¢oziiniirliigli nedeniyle simirlayict oldugundan inhibisyon

caligmalar1 1,5 mM p-nitrofenilasetat (p-NPA) varliginda gergeklestirilmistir (Goger, 2014).

Tablo 7. bCA Aktivitesinin Optimizasyonu

Opt. pH Opt. sicakhik Enzim konsantrasyonu Km
7,4 25°C 5 pg/mL 2,07 mM

3.2. bCA inhibisyonu

bCA inhibisyonu ¢aligmalar1 i¢in 3a-e, 6 ve 7a-e molekulleri ve referans inhibitér
molekiil olarak da siilfonilamid kullanildi. Inhibisyon calismalar1 icin 6ncelikle organik
molekillerin DMSO-etanol (1:1) karigimi igerisinde ¢ozeltileri hazirlandi. Organik
molekdllerin DMSO:etanol karisimindaki ¢oziiniirliik farkliliklar ve organik molekllerin
cozeltilerinin oldukca fazla tampon igeren (sulu ortam) reaksiyon ortamina eklenmesi
sonucu gozlenen ¢okme egilimleri, hangi organik molekilin hangi konsantrasyona kadar
calismada kullanilabileceginin belirlenmesinde etkili oldu. Dolayisiyla ¢aligmada kullanilan
organik molekdllerin bu sekildeki gibi farkli davranis profili sergilemeleri bCA igin yapilan
inhibisyon ¢aligsmalarinda kullanilan inhibit6r organik molekiillerin konsantrasyon araliginin
da farkli olmasina neden oldu (Sekil 7-12). Bu gozlemler 1s1ginda ve her bir inhibitor

molekiiliiniin farkli konsantrasyonu varliginda ayr1 ayr1 bCA aktivite tayin deneyleri yapildi.
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Her bir organik molekiil i¢in inhibitdr konsantrasyonuna kars1 %Bagil Aktivite grafigi ¢izildi
ve bagil aktivitenin %50 azaldig1 inhibitér konsantrasyonu ICso degeri olarak belirlendi
(Tablo 8). Dolayisiyla bu g¢alismada sentezlenen molekiillerin bCA inhibisyonu
potansiyelleri, 1Cso degerleri g6z 6niinde bulundurularak degerlendirildi. 1Cso degeri en
kiglk olan molekil bCA inhibisyon potansiyeli a¢isindan en etkili molekiil olacagindan bu
calismada ele alinan molekiiller arasinda bCA inhibitor potansiyeli en yiksek olan
molekilin 7c (60,8 uM) oldugu belirlendi. Ayrica, ¢alisilan tim organik molekullerin
reaksiyon karisimlarinda ulasilabilen en yiiksek konsantrasyonlarinda %18-67 araliginda
bCA’1 inhibe ettigi gozlenmistir (Tablo 8). Calismada referans inhibitér molekiil olarak

stilfonilamid kullanilmis ve 1Cso degeri 3 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 11. 3a molekullnin bCA aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 12. 3b-3e molekdllerinin bCA aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 13. 7a molekuluniin bCA aktivitesi izerine etkisi
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Sekil 14. 7c molekulinin bCA aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 15. 6, 7b ve 7d molekullerinin bCA aktivitesi Uzerine etkisi
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Sekil 16. 7e molekultnin bCA aktivitesi Uzerine etkisi

Tablo 8. Inhibitor Molekiillerinin bCA Aktivitesi Uzerine EtKisi

Inhibitor Maksimum Inhibisyon 1Cs0, UM

Bilesikler [1] M %
3a 5 18,41+0,01 >5
3b 50 37,16+0,8 >50
3c 50 41,09+1,02 >50
3d 50 39,05+0,58 >50
3e 15 22,97+0,20 >15
6 50 22,53+0,19 >50
7a 5000 64,97+0,05 2050
7b 100 28,66+0,11 >100
7c 200 67,07 +0,69 60,8
7d 50 20,26+0,74 >50
7e 1500 49,80+0,07 >1500

Sulfonilamid 10 93 +0,24 3

Daha sonra ICso degeri en kiigiik olan (¢alisilan inhibitor aday molekiiller arasinda
bCA inhibisyonu agisindan en etkili oldugu belirlenen molekiil) 7c¢ molekiilii igin inhibisyon
mekanizmasi ve Kj degeri belirlendi. Bunun i¢in gereken ¢alisma 2.3.2.de anlatildig1 sekilde
yapildi. Buna gore 7c molekiili varliginda bCA inhibisyon tiirii yar1 yarismali ve bu

molekdile ait Ki degeri ise 60.67 + 0.54 mM olarak belirlendi.
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Sekil 17. 7¢ bilesigi varliginda bCA inhibisyon tirtnin belirlenmesi

Tablo 9. 7¢ molekiilii varhiginda bCA inhibisyon turiinin belirlenmesi ve K; degeri

[1], (LM) Kn (MM)  Vmaks (Hmol/dK) Inhibisyon Tiirii ~ Ortalama K; (mM)

0 0.20 2.86
15 0.11 1.60 Yar1 Yarismali 60.67 + 0.54
200 0.07 0.95

3.3. Molekiiler Modelleme Calismalar:

Molekiiler modelleme caligmalari 2.4.1.’de anlatildigi gibi yapildi. Buradan elde
edilen teorik sonuclara gore, baglanma enerjisi en diisiik olan 7d molekulunin enzimin aktif
bolgesine daha giiclii bir afiniteyle baglandig1 soylenebilir (Tablo 11). Ancak yapilan in vitro
inhibisyon denemelerinde ise bu molekiiliin ¢oziiniirliik problemlerinden dolay1r [Csp
degerinin belirlenemedigi ve ayrica bCA ile aktif bolge disinda (yari yarismali bir
mekanizmayla inhibe ettigi belirlendigi i¢in) etkilesim yaparak digerlerine gore daha giiclii
bir inhibisyona sebep olan (en diisiik 1Cso degeri) molekiiliin 7¢ oldugu tespit edildi (Tablo
8). Keza teorik sonuglar ayni zamanda 7c molekiiliiniin ¢alisilan 11 molekiil icerisinde
enzime baglanma ilgisinin (-6,5) en iyi dort molekiilden biri oldugunu gostermektedir. 7c

molekilunin bCA’in baglanma boélgesindeki aminoasitlerle etkilesimi ve bu esnada yaptigi
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zay1f etkilesimler Sekil 14’de goriilmektedir. Burada GIn102, Leu240, Ala241 ve Trp243
birimlerinin dnemli rol oynadigi ve bu aminoasitlerin molekiiliin farkli atom ya da

gruplariyla pi-alkil, pi-pi, hidrojen baglar1 ve pi-sigma etkilesimleri yaptigi gézlenmistir.

Tablo 10. inhibitér Molekiillerin bCA’a in siliko Baglanma Afiniteleri

Inhibitor Molekiil AG (kcal/mol)

3a -5.6
3b -6.1
3c -6.6
3d -6.9
3e -6.2
6 -6.1
7a -6.5
7b -6.2
7c -6.5
7d -7.0
7e -6.3

Sekil 18. 7c molekilinin sigir eritrosit bCA’nin  baglanma cebindeki yaklasik
konformasyonu A) bilesik atomlarinin amino asit birimleri ile gesitli etkilesimlerini gosteren
mikro ortam B) genel gorinum
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Sekil 18’in devami

3.4. ADME Calismalari

Molekillerin ADME o6zelliklerini belirleme ¢alismalar1 2.4.2.°de anlatildig1 gibi
yapild. Ozellikleri incelenen biitiin molekillerin TPSA, MW, milog P, n-ON akseptor ve n-
OHNH donor 6zellikleri agisindan ilag aday molekiil olarak oldukga potansiyel olduklar
gorilmektedir. BCA inhibitorii olarak ele alinan tiim bilesiklerin %58,17-84,02 arasinda
degisen iyi bir % absorbsiyon (% ABS) ozelligine sahip oldugu gozlenirken bu ¢aligmada
sahip oldugu potansiyel nedeniyle yogunlasilan 7c¢ molekdiliintn de %73,98 ile oldukga iyi
absorbsiyon gosterdigi belirlendi (Tablo 10). Ayrica belirtilmelidir ki ADME c¢alismasi
sonuglar, 7c¢ molekiiliniin bCA’in inhibisyonuyla saglanacak birtakim hastaliklarin

tedavisinde iyi bir ila¢ aday molekdli olabilme potansiyelini glc¢lendirmektedir.
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Tablo 11. Sentezlenen organik bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri

miLog n-ON n-OHNH

Entty o4 ABS TPSA (A% n-ROTB MV MW P acceptors donors Nviolations
Rule - - - - <500 <5 <10 <5 <1
3a 84.02 72.42 6 272.62 288.35 2.58 6 1 0
3b 84.02 72.42 6 286.16 322.80 3.23 6 1 0
3c 84.02 72.42 6 290.51 367.25 3.36 6 1 0
ad 68.20 118.25 7 295.95 333.35 251 9 1 0
3e 80.83 81.66 7 298.17 318.38 2.61 7 1 0
6 76.24 94.95 6 229.41 241.29 -1.14 7 3 0
7a 73.98 101.52 10 354.41 373.46 3.23 8 2 0
7b 73.98 101.52 10 367.95 407.90 3.88 8 2 0
7c 73.98 101.52 8 338.69 424.30 3.00 8 2 0
7d 58.17 147.34 9 344.14 390.40 2.15 11 2 1
7e 77.70 110.75 9 346.35 375.43 2.25 9 2 0
Sulfani
lamide  79.26 86.19 1 138.05 172.21 -0.29 4 4 0

%ABS: Yiizde absorbsiyon, TPSA: Topolojij polar yiizeyi alani, n-ROTB: dénen baglarin sayisi, MV: Molekiiler hacim, MW: Molekdler
agirlik, miLog: Bilesigin,su ve n-oktanol arasinda dagilim katsayisinin logaritmasi, n-ON: Hidrojen bagi akseptorii sayist, n-OHNH:

hidrojen bagi donorii sayisi



4. SONUC VE TARTISMA

Enzimler, ilag molekiilleri ile etkilesen hedef molekiillerinin en popiiler olanidir. Bu
durum, hastalik siirecinde enzimlerin yuksek aktivitelerinin gorilmesi ve kucik molekil
agirlikli ilag molekiilleri tarafindan inhibisyona ugramasindan kaynaklanmaktadir.

Gliniimiizde biyolojik olarak etki gosteren ilaglarin takriben yarisinin enzim inhibit6rii
oldugu bilinmektedir. Enzim inhibisyon stratejisi farmakolojik arastirma alaninda son
yillarda ana odak noktasi olmakla beraber hayati bir dnem arz etmektedir. (Copeland, 2005).

Yeni ilag kesfi, medisinal kimya, farmasotik kimya, organik kimya ve biyokimya
alanlariin ortak c¢alismalartyla miimkiin olmaktadir. Bu baglamda ila¢ molekiiliiniin
belirlenmesi, organik bilesigin (kiiciik molekiil kiitleli) sentezi ve bu molekiillerin ilag
etkinliklerinin  arastirmasin1  zorunlu kilmaktadir. Akademik c¢aligmalar yapilan
laboratuvarlarda ve ila¢ sirketlerinin Ar-Ge laboratuvarlarinda genis capli bilesik
kiitiphanesi olusturulmakla beraber bu molekiller icin in vitro biyokimyasal kinetik
caligmalar yapilarak enzim-inhibitor etkilesimleri incelenmektedir (Copeland 2005).

Biyolojik olarak etki gdsteren ilaglarin bir¢ogunun yapisinda oksadiazol, triazol ve
tiyadiazol gibi bes Uyeli heterosiklik halka bulunmaktadir. Bu halkalar heteroatomlarinin
konumlarma gore gesitli izomerlere sahiptirler. Bu izomerler arasinda biyolojik olarak en
efektif olanlar1 1,3,4-tiyadiazol, 1,3,4-oksadiazol ve 1,2,4-triazol tirevleridir. Bes iiyeli
heterosiklik halka bulunduran bilesikler, 6zellikle antikanser basta olmakla birlikte
antifungal, anti-HIV, antibakteriyal, antiinflamatuvar, diuretik, antidepresan, analjezik ve
antitiiberkiiloz gibi genis biyolojik aktivite yelpazesine sahiptirler (Modzelewska ve
Kalabun., 1999; Kauffman ve Carver., 1997; Kugikgizel vd., 2004; Bekircan ve
Gimriikciioglu., 2005; Crance vd., 2003; Gulerman vd., 1997; Akin vd., 2019; Todoulou
vd., 1994). Azol halkalar igerisinde 1,2,4-triazol halkasinin, degisik biyoaktivitelere sahip
oldugu, endiistriyel ve klinik 6nem arz eden bazi1 enzimlerin inhibisyonuna sebep oldugu
yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Al Masoudi vd., 2006; Siddiquala vd., 2011; Bele
ve Singhui 2011). 1,2,4-triazol halkalarinin Schiff ve Mannich bazi tiirevlerinin kolay bir
sekilde sentezlenebilmeleri ve farkli uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip
olabilmeleri bu bes iiyeli heterosiklik yapilarin son yillarda kimya ve biyoloji alaninda
popiiler olmasina neden olmustur (Haijan vd.,1998; Karthikeyan vd.,2006). Bu sebeple,
yapmis oldugumuz caligmada Akin vd. (2019) tarafindan yeni sentezlenen 1,2,4-triazol

bilesik tiirevleri sigir serum karbonik anhidraz (bCA) inhibisyon potansiyelleri agisindan
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incelenmistir. Ayrica en etkili bulunan molekiil varliginda inhibisyon tiirii ve Kj degeri
deneysel olarak belirlenmis, ADME ve molekiiler docking calismalariyla da triazol
bilesiklerinin ila¢ olabilme ve inhibisyon potansiyelleri teorik olarak irdelenmistir.

Ticari olarak satin alinan bCA enziminin aktivitesi literatlire uygun olarak belirlendi.
bCA aktivitesinin optimizasyonu g¢alismalarinda, optimum pH (7,4), optimum sicaklik
(25 °C) ve inhibisyon g¢alismalarinda reaksiyon karisimina ilave edilmesi gereken nihai
enzim (5 pg/mL) ve substrat miktarlar1 (nihai 1,5 mM) belirlendi. Her bir molekiile ait 1Cso
degerini belirlemek i¢in inhibitor konsantrasyonlari-%bagil aktiviteye karsi grafige gecirildi.
ICs0 degeri belirlenebilen ve/veya degeri en kii¢iik olan inhibitér molekiilii (¢alisilan
inhibitor aday molekiiller arasinda bCA inhibisyonu agisindan en etkili oldugu belirlenen
molekiil) varliginda inhibisyon tiirii ve Ki degeri hesaplandi.

Yeni sentezlenmis olan triazol bilesiklerinin organik ¢dzicudeki ¢ozinurlikleri,
¢ozlcunin inhibisyona sebep olma potansiyeli ve bilyiik oranda tampon iceren (sulu ortam)
reaksiyon karisiminda organik molekiillerin ¢okme egilimleri galisilan molekillerin hangi
konsantrasyon araliginda ¢alismalarda kullanilabileceginin belirlenmesinde etken olmustur.
Tiim bu kistaslar goz Oniinde bulundurularak baslanilan inhibisyon c¢aligmalarinda
molekiller DMSO-etanol karisimi igerisinde hazirlandi. Organik ¢6zicinin reaksiyon
karisimindaki son konsantrasyonu %1°1 asmayacak sekilde ayarlandi (Copeland 2005). Bu
nedenle inhibisyon ¢alismalarindaki kontrol karisimlarinda ¢oziiciiniin inhibisyon etkisi de
dikkate alinarak reaksiyon ve kontrol karigimlar1 hazirlandi. Organik molekullerin belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri reaksiyon ortamina dahil oldugunda ¢okmeler
oldugu goézlenmistir. Kullanilan organik molekiillerin her birinin davranisginda farklilik
olmasindan dolay1 CA i¢in yapilan inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan inhibitor
bilesiklerinin konsantrasyon araligi da farkli olmustur (Sekil 7-12).

Bu veriler 1s1ginda bCA inhisyon ¢alismalar1 Tablo 2’de verilen 3a-e, 6, 7a-7e
molekdlleri ve p-NPA (nihai konsantrasyonu 1,5 mM) substrati varliginda yapilmistir.
Inhibitdr ¢ozeltisi reaksiyon karisimlarindaki nihai konsantrasyonlar1 olacak sekilde; 3b, 3c,
3d, 6 ve 7d igin 0-50 pM, 3a icin 0-5 pM, 3e icin 0-15 puM, 7a icin 0-5000 pM, 7b icin
0-100 pM, 7c igin 0-200 pM ve 7e igin 0-1500 UM olacak sekilde reaksiyon karigimlarina
ilave edildi. Bu calismada ele alinan molekiiller arasinda bCA inhibitér potansiyeli en
yuksek olan molekuliin 7c (60,8 UM olarak ICso degeri en kiigiik olan molekiil) oldugu
belirlendi. Ayrica, ¢aligilan tim organik molekillerin, reaksiyon karigimlarinda ulasilabilen

en yiksek konsantrasyonlarinda, %18-67 araliginda bCA aktivitesini inhibe ettigi
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gozlenmistir (Tablo 8). Calismada referans inhibitér molekiil olarak siilfonilamid
kullanilmis ve 1Csg degeri 3 uM olarak belirlenmistir.

Saad vd. (2015) 2-substitlie kinazolin-4-(3H)- bilesikletinin bazi tiirevlerini
sentezledi ve bu bilesiklerin CA II inhibisyon potansiyellerini inceledi. Yapilan bu ¢alismada
ihibisyon potansiyeli agisindan en etkili bulunanlar Bilesik 1, 21 ve 22 olup, I1Cso degerleri
sirastyla 108,30+0,93 uM, 191,93+2,72 uM ve 61,33£2,38 uM olarak bildirildi. Bagka bir
calismada Khan vd. (2011) bir dizi Schiff bazi tiyazol bilesigi sentezledi ve CA inhibisyon
potansiyellerini inceledi. Bu molekuller igin 1Cso degerleri 69,49+4,07 uM ile 435,46+9,9
uM arasinda degismektedir. Al-Rashida vd. (2014) ise ¢alismalarinda bazi stilfa ilaglarinin
2,4-dikloro-1,3,5-triazin tiirevlerinin sentezlenmesinden sonra, sigir sitozolik karbonik
anhidraz izozimi Il kullanarak CA inhibisyonu belirlemistir. Bu molekiiller igin 1Csp
degerleri 1,49+0,006 uM ile 105,3£0,16 uM arasindadir. Bir diger ¢alismada Celik vd.
(2014) 1,4 dihidropirimidinon substitlie diaril Ure ve tiyolre tdrevlerini, insan karbonik
anhidraz Il (hCAIl)'nin aktivitesine kars1 degerlendirdiler. hCA Il aktivitesi tiim bilesikler
tarafindan inhibe edildi. Bilesiklerin ICso degerleri 63,09-169,71 uM arasinda degistigi
gozlendi. Incelenen bilesikler arasinda en iyi hCA II inhibitérii 4 (triflouro siibstitie) fenil
turevidir. Elde edilen sonuglar ve yapilan literatiir aragtirmasi neticesinde bu arastirmada CA
inhibisyonu a¢isindan oldukga etkili bulunan 7¢ molekulinin ilag aday molekil olarak daha
ileri arastirmalara tabii tutulmasi gerektigi spekiile edilebilir.

7c molekdli icin bCA inhibisyon tiriint ve Ki degerini (60.67 + 0.54 mM) belirlemek
amaciyla substrat (p-NPA) konsantrasyonu araliginda (0,2-5 Km), inhibitoriin yoklugunda
(7c) ve 15 ile 200 uM konsantrasyonlarinda (%25-70 inhibisyona sebep olan iki farkli
inhibitdr konsantrasyonu varliginda) bir seri aktivite tayinleri yapildi ve 1/[S]-1/V grafikleri
¢izildi. Inhibitér yoklugunda Km Ve Vimaks degerleri 0,201 mM ve 2,86 umol/dak olarak tayin
edildi. 7¢’nin 15 uM ve 200 pM konsantrasyonlarinda ise Km Ve Vmaks degerleri sirasiyla 0,11
mM ve 1,60 umol/dak, 0,07 mM ve 0,95 pumol/dak olarak belirlendi (Tablo 9). Bu veriler
is1ginda hem Kpn hem de Vmas degerinin azaldigi belirlenmis olup, 7c¢ molekiiliiniin
unkompetetif (yar1 yarigmali) bir sekilde CA’y1 inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu sonuca gore
7c¢ molekiiliiniin aktif bdlge diginda bir baglanma bdlgesinde enzimle etkilesim yaparak
inhibisyona neden oldugu ve Kjdegerinin ise 60,67 = 0,54 mM olarak tespit edilmistir. Carta
vd. (2016) suda ¢oziniirliigh arttirilmis yeni floresan siilfonamid molekiillerinin karbonik
anhidraz lizerine inhibisyonunu incelemiglerdir. Yeni tiirevlerin hCA II'ye karsi etkili

inhibitorler oldugu ve bu molekillere ait Ki degerlerinin 366-127 nM araliginda oldugu
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belirtilmistir. Almajan vd.(2008) tarafindan yeni sentezlenen bazi merkapto-1,3,4 oksadiazol
ve merkapto-1,2,4 triazol turevleri, CA Il inhibitori olarak incelenmistir. Bilesikler iyi
inhibitor 6zelligi gostermistir ve Ki degerlerinin 0,63-31 uM araliginda oldugu bildirilmistir.
Ayrica, Fidan vd. (1966) tarafindan bazi yeni glisin ve fenilalanin sulfonamid tiirevleri, insan
sitozolik CA I ve II’ye kars1 CA inhibitorleri olarak incelenmistir. G 1-4 ve P1-4 molekilleri
iyi inhibisyon etkisi gostermistir. Kj degerleri, hCA | igin 14,66-155 uM ve hCA II i¢in
sirastyla 18,31-143,8 uM'dir. Bir baska calismada Huyut (2014) baz1 flavonoid ve fenolik
bilesiklerin karbonik anhidraz I ve 11 aktivitesi Gizerine in vitro kinetik incelemeler yapmustir.
Bilesikler arasindan Arasidonoil Dopamin, Callistephin, 2,4,6-Trihidroksibenzaldehit, 3,4-
Dihidroksi-5-metoksibenzoik asit icin K; degerleri sirasiyla 75,25 puM, 352,40 uM,
0,354 mM, 1,51 mM ve inhibisyon turleri unkompetetif (yart yarigmali), nonkompetetif
(yarismasiz), nonkompetetif ve yine nonkompetetif olarak belirlenmistir.

CA enzimi i¢in yapilan molekiiler docking ¢alismalarinda inhibitor molekiillerin her
biri i¢in enzimin aktif bolgesine baglanma enerjileri hesaplandi. Prensibe gdre en diisiik
baglanma enerjisine sahip olan molekiiliin enzimle en iyi etkilesim yapan ve inhibisyona
sebebiyet veren en potansiyel bilesik olarak ifade edilmektedir. Elde edilen verilerden de
anlasilacagi tizere hem deneysel olarak hem de teorik olarak yapilan galismalar blyuk
oranda ortiismektedir. Deneysel olarak yapilan g¢alismada elde edilen verilere gore
inhibisyon tiirli unkompetetif (yar1 yarismali) olarak belirlenmistir ve teorik sonuglar ayni
zamanda 7c molekiiliiniin ¢alisilan 11 molekiil icerisinde enzime baglanma ilgisinin (-6,5
kcal) en iyi dort molekiilden biri oldugunu gostermektedir.

Her bir molekil i¢in ayr1 ayri yapilan ADME ¢alismalarinda incelenen molekiillerin
birer ilag aday1 olup olamayacaklari incelenmistir (Tablo 11). Caligilan biitiin organik
molekdllerin ilag olma potansiyeline sahip oldugu gozlemlenmistir. Hem teorik hem de
deneysel olarak yapilan tiim ¢aligmalarin sonucundan anlagilacag: iizere 7¢’nin bCA’nin
inhibisyonuyla saglanacak bir takim hastaliklarin tedavisinde iyi bir ilag aday molekull

olabilme potansiyeline mevcuttur.



5. ONERILER

Yapilan c¢alismalar neticesinde elde edilen bulgular degerlendirildiginde asagida

maddeler halinde sunulan 6nerilerin ileriki caligmalar i¢in dikkate deger oldugu sdylenebilir.

1. Organik bilesiklerin suda ¢oziiniir formlar1 (tuzlari) sentezlenerek deneysel olarak
molekiiliin ¢oziiniirligiinden kaynaklanacak problemler giderilebilir.

2. Enzimin aktif bolge ve baglanma bolgesinin topolojisi ile buradaki kritik
aminoasitlerin bilgisi kullanilarak yeni inhibitér molekiilleri dizayn edilebilir,
sentezlenebilir ve bu molekillerin bCA inhibisyon potansiyelleri incelenebilir

3. bCA inhibisyonu agisindan oldukga etkili bulunan 7¢ molekiiliiniin ilag olabilme

potansiyelini ortaya koymak adina daha detayli ¢aligmalar yapilabilir.
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