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OZET

Yeni Sentezlenmis Kromon Temelli Siilfonamidlerin (KTS) Sitozolik Karbonik
Anhidraz 1-11 (CA I-II) ve Tiimér iliskili Karbonik Anhidraz IX-XII (CA IX-

XII) izoenzimleri Uzerine Inhibisyon Etkilerinin Arastirilmasi

Karbonik anhidraz (CA, EC. 4. 2. 1. 1) enzimi, karbondioksit/bikarbonat’in
hidratasyon/dehidratasyonunu geri doniisimlii olarak katalize eden, ¢inko iyonu
igeren metalloenzimlerden biridir. Sitozolik CA izoenzimlerinden CA I, eritrositlerde
en bol miktarda bulunan enzim iken, diger bir sitozolik izoenzim olan CA Il ¢ogu
organda yiiksek eksprese olup birgok onemli fizyolojik siirece katki saglar. Timor
iligkili izoenzimler CA IX ve CA XII ise hipoksi ile indiiklenen, kanser siireci ile

iligkili olan ve bir¢ok timdrde yiiksek eksprese edilen tiimor iliskili proteinlerdir.

Bu caligmada on iki adet yeni sentezlenmis kromon temelli siilfonamid (KTS)
tirevi bilesiklerin CA-l, CA-1l, CA-1X ve CA-XII izoenzimleri iizerine inhibisyon
etkisi in vitro olarak incelemistir. CA aktivitesinin belirlenmesinde hidrataz aktivitesi

kullanilmis ve Stopped flow kinetik cihazi ile 6l¢iim yapilmustir.

Yeni sentezlenmis kromon temelli siilfonamidler ile yapilan inhibisyon
caligmalarina gore, timor iliskili CA-IX i¢in 7a ve 11a bilesikleri, timor iliskili CA-
XII igin ise 4a ve 10a bilesikleri en etkin bilesikler olmustur. CA-IX igin kinetik
degerler, 7a ve 11a bilesikleri icin sirasiyla Ki= 14.26 nM ve Ki= 18.39 nM’dir. CA-
XII i¢in kinetik degerler, 4a ve 10a bilesikleri i¢in sirastyla Ki= 4.54 nM ve Ki=5.23
nM’dir. Kromon temelli siilfonamid tiirevi olan s6z konusu bu bilesiklerin timor
iliskili CA-IX ve CA-XII izoenzimlerine karsi1 segicilik gosterdigi tespit edilmistir.
Secicilik gosteren bu bilesiklerin baz1 klinik uygulamalarda tedavilere yeni

yaklasimlar getirebilecekleri diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Inhibisyon, Karbonik anhidraz, Kromon, Timér



ABSTRACT

Differential Inhibition Effects of Novel Chromone-Based Sulfonamides in
Cytosolic Carbonic Anhydrase (CA-1 and CA-11) and Tumor-Associated
Carbonic Anhydrase (CA-1X and CA-XI1) Isoenzymes

Carbonic anhydrases (CAs, EC 4.2.1.1) are one of the zinc enzymes which
catalyze the reversible hydration of carbon dioxide to bicarbonate ion and proton.
Cytosolic carbonic anhydrase isoenzyme CA-I is the most abundant enzyme in red
blood cells and the other cytosolic isoenzyme CA-I1I is highly expressed in several
organs and contributes to most important physiological processes. CA-1X and CA-
XIl are transmembrane tumor-associated isoenzymes because their extracellular

enzyme domains are highly active and their expressions are induced by hypoxia.

In this preliminary study, differential in vitro inhibiton effects of twelve novel
chromone-based sulfonamide derivatives were investigated for CA-I, CA-Il, CA-I1X
and CA-XIl. CA activities were determined by hydratase activity with using
Stopped-Flow Instrument.

According to inhibition studies of novel chromone sulfonamides, 7a and 11a
compounds were most potent for tumor associated isoenzyme CA-IX. Also, 4a and
10a compounds were most potent for tumor associated isoenzyme CA-XII. These
results were given with Kinetic constants as CA-IX, Ki=14.26 nM, K;=18.39 nM for
compound 7a and 11a respectively. Besides, the other kinetic constants as CA-XI|,
Ki= 4.54 nM, Ki=5.23 nM for 4a and 10a respectively. This study shows that 4a, 7a,
10a and 11a compounds are selective against to CA-IX and CA-XII. From this point
of view these derivative compounds could prove in potential pharmaceutical

applications such a new approach for the treatment in some clinical applications.

Keywords: Carbonic anhydrase, Chromone, Inhibition, Tumor



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CA

hCA
CA-I
CA-II
CA-III
CA-IV
CA-VA
CA-VB
CA-VI
CA-VII
CARP-VIII
CA-IX
CARP-X
CARP-XI
CA-XII
CA-XIII
CA-XIV
CA-XV
CAI
712
HCOs
CO2
kDA
HRE
HIF
HIF-1a

: Karbonik Anhidraz Enzimi

: Insan Karbonik Anhidraz Enzimi

: Karbonik Anhidraz Enzimi-I

: Karbonik Anhidraz Enzimi-II

: Karbonik Anhidraz Enzimi-Ill

: Karbonik Anhidraz Enzimi-1V

: Karbonik Anhidraz Enzimi-VA

: Karbonik Anhidraz Enzimi-VB

: Karbonik Anhidraz Enzimi-VI

: Karbonik Anhidraz Enzimi-VII

: Karbonik Anhidraz iliskili Protein-VIII
: Karbonik Anhidraz Enzimi-IX

: Karbonik Anhidraz Iliskili Protein-X
: Karbonik Anhidraz Iliskili Protein-XI
: Karbonik Anhidraz Enzimi-XII

: Karbonik Anhidraz Enzimi-XIII

: Karbonik Anhidraz Enzimi-XIV

: Karbonik Anhidraz Enzimi-XV

: Karbonik Anhidraz Enzimi Inhibitorii
: Cinko iyonu

: Bikarbonat iyonu

- Karbondioksit

- Kilodalton

: Hipoksi yanit elementi

: Hipoksi ile indiiklenen faktor

: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1a

Vi



HIF-2a
HIF-3a
HIF-1B
pVHL
T™C
ROS
TCA
AZA
Is0

Ki

KTS
3b bilesigi

3d bilesigi

3e bilesigi

3f bilesigi

4a bilesigi
4b bilesigi

7a bilesigi

7¢ bilesigi

7f bilesigi

10a bilesigi

: Hipoksi ile indiiklenen faktor-2a

: Hipoksi ile indiiklenen faktor-3a

: Hipoksi ile indiiklenen faktor -1

: Hippel-Lindau tiimor baskilayici protein
: Timo6r Mikrogevresi

: Reaktif Oksijen Tiirleri

- Trikarboksilik asit dongiisii

: Asetazolamid

: Yar1 maksimal inhibitdr konsantrasyonu
. Inhibitdr sabiti

: Kromon temelli stilfonamid

: 4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-(5-metil-

izoksazol-3-il)-benzensiilfonamid

: N-(4,6-Dimetil-pirimidin-2-il)-4-[(2-etoksi-4-okso-kroman-3-

ilidenmetil)-amino]-benzensiilfonamid

: 4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-tiazol-2-il-

benzensiilfonamid

. 4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidinmetil)-amino]-N-piridin-2-il-

benzensilfonamid

: 4-[(4-Okso-4H-kromen-3-ilmetil)-amino]-benzensiilfonamid

: N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-[(4-okso-4H-kromen-3-ilmetil)-

amino]-benzensiilfonamid

: 4-[4-Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-

2-ilamino]-benzensiilfonamid

: 4-[4-Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-

2-ilamino]-N-pirimidin-2-il-benzensiilfonamid

: 4-[4-Okso-5-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-

2-ilamino]-N-piridin-2-il-benzensiilfonamid

: 4-[5-Okso0-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-2-fenil-4,5-dihidro-

VIl



imidazol-1-il]-benzensiilfonamid

10b bilesigi : N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-(5-0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-
ilmetilen)-2-fenil-4,5-dihidro-imidazol-1-il]-benzenstilfonamid

11a bilesigi : 4-[2-(4-Kloro-fenil)-5-0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-
4,5-dihidro-imidazol-1-il]-benzensiilfonamid

viii
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerin tepkime katalizorleri olup sentetik ve
inorganik Kkatalizorlerden ¢ok daha iyi diizeyde Kkatalitik gilice sahiptir (1).
Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak
aktivitelerinin azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayimna inhibisyon adi verilir. Buna
sebep olan bilesiklere de inhibitér denilir. Inhibitdrler, genellikle kiigiik mol
kiitlelerine sahip bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde basli basma bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bir¢ok ilag ve zehirli
bilesik fonksiyonlarin1 bu yolla gerceklestirirler. Inhibitérler hem enzim etki
mekanizmalariin, hem de metabolik yollarin aydinlatilmasinda biyokimyacilar i¢in

¢ok 6nemlidir (2).

Bir enzim olarak karbonik anhidraz (CA) ¢ok ilgi gormektedir ¢ilinkii bilinen
en hizlh  enzimlerden  biridir  (3). Bu enzimler CO2/HCO3 m
hidratasyon/dehidratasyonunu geri doniisiimlii olarak katalize ederek hiicresel pH

diizenlemesine anlamli derecede katki yapar (4).

CA-1 ve CA-Il memeli eritrositlerinde bulunan iki ana izoformdur (5). CA-IX
ve CA-XII ise hipoksi ile indiiklenen, tedaviye yanit ve kanser siireci ile iliskili olan
kritik siire¢lerde yer alan, birgok tiimorde yiiksek eksprese edilen tiimor iliskili
proteinlerdir (6). CA’larin ¢esitli fizyolojik siireglerdeki dnemli rolleri gosterilmis ve
bu enzimlerin anormal diizeyinin veya aktivitesinin ¢ogunlukla farkli insan

hastaliklari ile olan iliskisi ortaya konulmustur (7).

Bu enzimlerin inhibitérleri altmis yildan uzun siiredir arastirilmakta olup (8)
yaklasik otuz adet CA inhibitérii (CAI) antiglokom, antikonviilsant ve antiobezite
ajam olarak kliniklerde kullanilmaktadir (9). Son yillarda ise CAI’ler antikanser

ajanlar1 olarak klinik ve farmakolojik uygulamalarda yer almaya baslamislardir (8).



Klinik olarak kullanilan CAI’lere 6rnek olarak: Asetazolamid, Metazolamid,
Etokzolamid, Diklorfenamid, Dorzolamid, Brinzolamid verilebilir (10). Ancak ¢ogu
CAI segicilikten yoksundur ve sayisiz istenmeyen yan etkileri vardir. Buna engel
olabilmenin bir yolu da spesifik izoenzimleri inhibe eden inhibitorler sentez etmektir

(11, 12).

Calismamizda yeni sentezlenmis olan on iki adet kromon temelli siilfonamid
(KTS) tiirevi olan bilesiklerin, CA-I, CA-II ve tiimor iligkili CA-IX, CA-XII {izerine
inhibisyon etkisi incelenecek ve bu KTS bilesiklerinin klasik CAI’di olan

Asetazolamid’e gore listiinliigiiniin olup olmadig arastirilacaktir.

Inhibisyon etkisi incelenecek orijinal bilesiklerin klasik bir inhibitér olan
Asetazolamid’e gore etkilerinin gii¢lii olmasi, bu bilesiklerin CA enziminin rol
aldig1 ¢esitli insan hastaliklart i¢in gelistirilen ila¢ sentezlerinde yol gosterici bir

hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bliylimesi ve belirli bir primer bdlgeden ya da
orijinden koken alarak wviicuttaki bagka bdlgelere yayilmasi ve invazyonu ile
karakterize olan bir grup hastaliktir (13). Cok hiicreli bir organizmada hiicrelerin
tireme, cogalma, farklilasma ve hayatta kalmalarini diizenleyen genlerdeki
mutasyonlar kanserin sebebi olabilir (14). Mutasyon ile baslayan siire¢ hiicreyi
boliinmesi i¢cin miimkiin hale getirir. Degismis hiicre ve onun beraberindeki hiicreler
cogunlukla biiylir ve boliiniir, bu duruma hiperplazi ad1 verilir. Herhangi bir anda, bu
hiicrelerden biri daha fazla boliinme egilimini arttiran baska bir mutasyon gegirir ve
bu hiicrelerin beraberindeki hiicreler de asir1 boliiniir, bunun sonucunda anormal bir
gbriinim ortaya ¢ikar, bu duruma ise displazi adi verilir. Zaman gectikce, bu
hiicrelerden biri, farklilasmanin ve hiicreler arasindaki baglantinin kaybolmasina
sebep olan bir bagka mutasyon gegirir; ancak hala epitelyal tabakayla sinirlidir, buna
kanser in situ denir. Zamanla komsu dokulara istila edebilmeyi ve kan veya lenf icine
hiicreleri ddkmeyi saglayan ek mutasyonlar olabilir. Invazif kanser yani malignant bu
duruma verilen addir. Kacan hiicreler viicutta diger bolgelerde yeni tiimorler

olusturabilir. Bu durum ise metaztas olarak adlandirilir (Sekil 2.1) (15).

in situ kanser

Sekil 2.1. Tiimor gelisiminin evreleri (15)

Tiim kanserler, kanserin karakteri oldugu disiiniilen bazi1 degisimler

gosterirler (16). Bu degisimler Sekil 2.2°de gosterilmistir (17).



Cogalma sinvalinin Biiviime inhibisyon

devam etmesi sinyallerine duyarsizhik
Hiicresel —
metabolizmanm Imm1m yikimdan
degismesi kagis
Hiicre. oliimiine Olimsiizliik
direng
Mutasyon umora tesvik edici

Anjivogenezin Invazyon & metaztas
uyarilmast aktivasyonu

Sekil 2.2. Kanserin karakteri (17)

Biiyiime Sinyallerinde Kendine Yetebilme: Tiimorler digs uyaran olmadan

¢ogalma kapasitesine sahiptir. Kanser hiicrelerinde otonom hiicre biiyiimesini tesvik
eden genler onkogenlerdir. Onkogenlerin mutasyona ugramamis hiicresel benzerleri
protoonkogenlerdir. Onkogenler, protoonkogenlerden mutasyonla olusurlar ve
normal biiyiimeye tesvik sinyalleri yoklugunda hiicre bliylimesini tesvik etme
yetenegi olan onkoproteinleri kodlarlar. Protoonkogenler, proliferasyonu ilerleten
sinyal yolaklarinda ¢oklu rollere sahiptir olup biiyiime faktorleri, bilyiime faktor
reseptorleri, sinyal ileticileri, transkripsiyon faktorleri veya hiicre siklus
komponentlerini kodlarlar. (EGFR, RAS, PI3K, BRAF, MYC, CDK’lar ve CDK
inhibitorleri) (16).

Biiyiime Inhibisyon Sinyallerine Duyarsizlik: Tiimérler, normal hiicrelerin

proliferasyonunu inhibe eden molekiillere cevap vermeyebilir. Bu durum, genellikle
bliylime inhibisyon yolaklarindaki bilesenleri kodlayan tiimor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonundan dolay1 gergeklesir. Tiimor baskilayic1 genlere 6rnek olarak RB,

TP53 ve VHL verilebilir (16).



Hiicresel Metabolizmanin ~ Degismesi: Oksijen yoklugunda kanser
hiicrelerinin hiicresel metabolizmas1 kendine 06zgii bir hal alir. Bu hiicresel
metabolizmada, yiiksek diizeyde glikoz alimi gergeklesirken, glikolitik yolak
araciligi ile glukozun laktoza doniisiimiinde de artis gozlenir. Bu etki de Warburg
etkisi olarak bilinir. Aerobik glikoliz tiimdr hiicrelerinin hizlica boliinmesini saglar
(16).

Apoptoz’dan kacis: Tiimdrler programlanmis hiicre oliimiine direnclidir.

Neoplastik hiicrelerin birikimi apoptozu diizenleyen genlerin mutasyonu ile
sonuglanabilir. Apoptoz intrinsik ve ekstrinsik yolaklar ile baslar. Her ikisi de
hiicreye zarar veren kaspazlarin proteolitik kaskatinin aktivasyonu ile sonuglanir.

Kanser hiicrelerinde bu iki yolakta da anormallikler bulunmustur (16).

Limitsiz Cogalma Potansiyeli: Timorler sinirsiz proliferasyon kapasitesine

sahiptir. Tim kanserler, replikasyon potansiyeli smirsiz ve Oliimsiiz hiicreler
icerirler. Normal hiicrelerde her bir boliinmede telomerler kisalirken, kanser

hiicrelerinin ekprese olmaya devam eden telomerleri vardir (16).
Anjiyogenez: Timor hiicreleri, normal hiicreler gibi besin ve oksijeni almak
i¢in vaskiiler kaynak olmadan biiylime ve atiklar1 atma yetenegine sahip degildir. Bu

nedenle tiimorler anjiyogenezi uyarmak zorundadirlar (16).

Invazyon ve Metaztas: Tiimdr metaztaslar1 kanser dliimlerinin sik goriilen ana

kaynagidir. Invazyon ve metaztas kanser hiicreleri ve normal stroma arasindaki

kompleks etkilesimlerin sonucudur ve kansere bagli morbidite ve mortalitenin ana

sebebidir (16).

Konak¢inin _immiin Cevabindan Kagma Yetenegi: Dogal ve kazanilmis

immiin sistemin hiicreleri anormal antijenleri gdsteren hiicreleri tanir ve elemine
eder. Kanser hiicreleri ise ortamin immiin cevabindan kagmak icin sayisiz degisimler

gecirirler (16).



2.1.1. Kanser Tedavisi

Kanser tedavileri kemoterapi, radyoterapi, cerrahi, immiinoterapi, ve kisiye
0zel tedavidir (18).

Kemoterapi, kan dolagimi lizerinden etki eden sistemik bir tedavi seklidir. Bu
tedavide kullanilan antineoplastik ilaglar sitotoksik etkileri sebebiyle malign
hiicrelerin ¢ogalmasini onler ve bu hiicrelerin 6liimiine yol acar. Antineoplastik
kemoterapinin uygulamasi ile hastanin saglikli hiicrelerine zarar vermeden, timoriin

biiyiimesini ve ¢ogalmasini durdurmak ya da yok etmek amag¢lanmaktadir (19).

Radyoterapi, 151n tedavisi olarak adlandirilan yiiksek enerjili parcaciklarin
hiicre iizerinde yarattig1 etkiden yararlanilarak yapilan bir tedavi bigimidir. Bu
tedavide, yiiksek dogrulukta radyasyon dozu uygulanarak, tanimlanmig timor
hacmine ve tiimorii gevreleyen saglikli dokulara en az zarar verilerek kanser

hiicrelerinin proliferasyonu durdurulur (20).

Cerrahi tedavi, bolgesel bir tedavi seklidir. Bu tedavi komsu doku ve
organlara yayilmamis kiigiik tiimdrlerde basarilidir. Bazi tip kanserler igin cerrahi

tedavi tek tedavi yontemi olabilir (20).

Immiinoterapi, viicutta kansere kars1 immiin mekanizmalarin gii¢lendirilmesi
demektir. Immiinoterapi gegmiste ‘mindr bir tedavi yaklasimi® olarak tanimlanirken
giinlimiizde kanser tedavisinde giderek daha fazla yer almaktadir (19). Faz I1I klinik
denemelerinde immiinoterapinin metastatik melanom ve prostat kanser hastalarinin

yasam siiresini uzatabildigi gosterilmistir (21).

Kisiye 6zel tedavi yaklasiminda, ayni hastalik tanisi konulmus hastalarin,
ayni tedavi yontemine farkli sekillerde cevap verdigi gozlemine dayanmaktadir. Bir
ilag bir hastada etkili sonuglara yol agarken ayni ilag bir baska hastada etkisiz olup

ciddi yan etkilere sebep olabilmektedir (22).

Hastalarin ilaglara verdikleri cevapta goriilen gesitliligin genetik temellerini

ortaya ¢ikarmak icin genom dizileme ve yapilan genetik testler sonucu elde edilen
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verilerin yorumlanmasinda kullanilan biyoinformatik teknolojiler gelistirilmistir. ilag
yanitinin  ongoriilmesinde, farmakogenetik testlerin sayisi her gecen giin hizla
artmaktadir. Ozellikle yiiksek maliyetli kanser tedavilerinde bu tiir yaklasimlar ¢ok
onemlidir. Bu sekilde tedaviden hangi hastanin daha fazla yararlanacagi

ongoriilebilir ve faydasi olmayacak tedavilerden kaginilabilinir (23).

2.1.2. Tiimor Mikrocevresi

Timor mikrogevresinin (TMC) ¢ok iyi anlasilmasi ile onkojenik etkinin
notralize edilmesi i¢in stratejiler ve yeni tedavi segenekleri gelistirilebilir (24). TMC,
cesitli hiicre tiplerinin birlesimiyle meydana gelen kompleks heterojen bir diizendir
(25). Bu diizende endoteliyal hiicreler, perisitler, fibroblastlar, inflamatuvar hiicreler,
16kositler ve ekstraseliiler matriksin elementlerini igeren bilesenler bulunmaktadir
(26). TMC, timor olusmasi, proliferasyonu, gelisimi ve metaztasi sirasinda timor
hiicreleri, stromal doku ve ekstraseliiler matriks arasindaki etkilesimleri kurarak
onemli bir rol oynar (27). TMC’deki asidozis ve hipoksi timor gelisimi ve
metaztasin olugmasina katki yapar (28). Bu c¢evrenin asidifikasyonu, asir1 laktat,
proton ve CO: iiretimine sebep olan hipoksi baslangi¢li onkojenik metabolizma ile
olusur. Asidik doku mikrogevresi anjiyojenik faktdrlerin ve proteazin aktivasyonu
ile, hiicre-hiicre adezyonunun azalmasi, migrasyon ve invazyonun artmasini igeren
¢oklu etkiler araciligi ile tiimoér olusumuna sebep olur. Timor hiicreleri, asidik
metabolik {riinlerin intraseliiler birikiminden kaginmak i¢in pH diizenleyen bir
sistemi aktive eder (29). Sekil 2.3’te pH diizenleyen sistemde gorev alan ¢esitli
proteinler gosterilmistir (30). Bu proteinler, monokarboksilat tasiyicilar (MCT’ler)
(Glikozun gliokolitik degredasyonu tarafindan olusturulan diger
monokarboksilatlarin ve laktik asitin tasinmasinda gérev alir); Na*/H" degistiricileri
(NHE’ler); Plazma membran proton pompasi Vakuolar ATPaz (V-ATPaz); Anyon
degistiriciler (AE’ler); Na*/HCOz™ kotransportirlar1 (birlikte tastyicilari) (NBC’ler);
Karbonik anhidrazlar (CA-Il, CA-IX velveya CA-XII) bu sistemde yer almaktadir.
Sistemin diger elemanlar1 ise, BT-HCOs™ tasiyicisi; CBP, siklik AMP-cevap
element-baglayicis1 (CREB) protein; HIF-1, Hipoksinin indiikledigi transkripsiyon
faktor-1; p300, histon asetiltransferaz p300°diir. Glukoz tasiyicisi GLUT1 (gogu



tiimorde upregiile olan) tiimor hiicrelerine glukoz tasir. Intraseliiler pH (pHi) hafif

alkali iken (pH 7.2-7.4), ekstraseliiler pH (pHe) hafif asidiktir (pH 6.5-7.0) (30).

C

CA-IX
ve/veya

pH~7.4

Glukoz Endotelyum

Sekil 2.3. Tiimér hiicresinde pH diizenlenmesi (30)

2.1.3. Hipoksi

Hipoksi, TMC’nin karakteristik bir 6zelligi olup ¢ogalan tiimor hiicrelerini
desteklemede kan kaynaginin yetersizligi sonucunda olusur (31). Hipoksik ortam
%?2’den az O ile tanimlanirken, saglikli dokularda bu oran, % 2-9’dur (32). Tiimor
hipoksisi kanserin seyrinde 6nemli bir belirte¢ olup, agresif biiylime, metaztas ve
tedaviye kotii yanit ile iligkilidir (33). Tiimor hiicreleri hipoksik bir ortamda gelismek
ve biiyliyebilmek icin c¢esitli adaptasyonlar gelistirirler. Bu hiicreler, glikolitik
metabolizmaya donerler, proliferasyonu artirirlar, apoptozise direncgli hale gelirler,

smirsiz bir replikasyon potansiyeli ve genomik kararsizlik kazanirlar, immiin ataktan



kagarlar, anjiyogenezi indiiklerler ve viicudun daha az hipoksik bolgelerine

migrasyon yaparlar (34).

Yaklasik seksen yil once Otto Warburg, O: yeterliliginin azliginda normal
hiicrelere gore kanser hiicrelerinin laktik asit iiretmek icin daha fazla glukoz
tilkettigini gbzlemlemistir. Bu duruma aerobik glikoliz veya Warburg Etkisi
denmistir ve bu sekilde kanser hiicrelerinde glukoz metabolizmasiin degisimi ilk
kez tanimlanmistir. Hipoksi, glukozun TCA siklusuna girisini engeller ve oksidatif
fosforilasyondan glikolize enerji liretimini, etkisi az ama daha hizli ve giivenilir
sekilde saglar. Ayn1 zamanda, hipoksi, hiicre sagkalimi ve proliferasyonu i¢in lipit
sentezini uyarir (35). Timor metabolizmasi glukozu laktik asite g¢evirerek biiyiik
miktarda asit iiretirken, glikoliz araciligiyla proton, oksidatif fosforilasyon ve pentoz
fosfat yolagi araciligiyla da COz iiretir (36). Bagimsiz negatif hastalik seyri belirteci
olarak diistiniilen ve hem kanser hem de stromal hiicreleri etkileyerek kanser siirecine
katki yapan mikrogevresel bir faktor olan (37) hipoksi, bir¢ok kanserde oldukg¢a sik
goriiniir (38).

Hipoksi ile indiiklenen Faktorler

Hipoksi ile indiiklenen faktorler (HIF’ler), anjiyogenez, hiicre sagkalimi,
proliferasyon, apoptoz, adezyon ve metabolizmanin diizenlenmesinde rol alirlar (35).
HIF’ler O2 diizenleyici HIF-a altiinitesinden (HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a) ve O2
bagimsiz HIF-1f altiinitesinden olusur (39). HIF-1a tiim hiicrelerde yaygin sekilde
eksprese edilirken, HIF-2a endotel hiicreler gibi belli hiicrelerde eksprese olur. HIF-
3o’nin ekspresyon profili ve fonksiyonlari biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (40). HIF-
lo, HIF-2a veya HIF-3a, HIF-1B ile temel sarmal-dongii-sarmal seklinde dimerize
olarak heterodimerik kompleks olusturur. Bu kompleks, genomdaki hipoksi cevap
elementine baglanir (39). HIF-1a, cesitli hedef genleri uyararak memeli hiicrelerinin
hipoksiye cevabini kontrol eden temel diizenleyicidir. HIF-1a’nin ekspresyonu bir
¢ok tiimoriin malignant siirecine ve gelisimine katki yapar (41). HIF-1 ekspresyonu,
hedef genler araciligiyla, glikolitik metabolizmay1 arttirir. Bunun sonucu olarak,
kanser hiicreleri, oksijen kaynagi smirli oldugunda, elektron transport zincirinden

(ETS) iretilen asir1 ROS stresine karsit korunur. TCA siklusunu siirdiirmek ve



biyosentetik talepleri karsilamak icin, HIF-1, TCA siklusuna girip, hiicre biiylimesi

ve boliinmesi igin yag asidi sentezini ve glutamin kullanimini uyarir (Sekil 2.4) (35).

(Enzim)> : HIF] indiiklii enzimler
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Sekil 2.4. Kanser hiicrelerinde HIF’in rolii (35)

HIF-1 Diizenlenmesi

Hipoksi, HIF-1 yolag: araciligi ile CA-IX izoenzimini de igeren birgok genin
ekspresyonunu diizenler. CA-IX ekspresyonu hipoksi ile giiclii sekilde uyarilir ve
yabanil-tip von Hippel-Lindau tiimor baskilayict proteini (pVHL) ile downregiile
edilir (Sekil 2.5) (7).

Normal oksijen diizeylerinde (Normoksi), prolil-4-hidroksilaz (PHD), HIF-
a’daki p564°i hidroksiller. von Hippel-Lindau proteini (VHL) hidroksillenmis HIF-
a’ya baglanir ve ubikitin-proteozom sistem tarafindan degredasyon i¢in hedeflenir.
Hipoksi altinda, HIF-o hidroksillenemez, ¢iinkii PHD oksijenin yoklugunda
inaktiftir. Hidroksillenmemis HIF-1, VHL proteini tarafindan taninmaz; stabilize
kalir ve birikir. Niikleusa tasinmasindan sonra, aktif transkripsiyon faktorii

olusturmak i¢in HIF-a, HIF-P yapisal alt birimi ile dimerlesir. Sonra hedef genlerde
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HIF transkripsiyon faktorii hipoksi cevap elementine (HRE) baglanir ve
transkripsiyonu aktive eder. Hedef genler; Glukoz metabolizmasina katilan glukoz
tagtyicilarimi (GLUT1 ve GLUT3), neoanjiyogenezi baslatan vaskiiler endoteliyal
biiyiime faktoriinii (VEGF), eritropoieziste yer alan eritropoietini (EPO1), pH
diizenlenmesinde ve tiimorogeneziste yer alan CA-IX’u, hiicre sagkaliminda,

proliferasyonda, metabolizmada ve diger siiregler ile iligkili digerlerini igerir (7).

Hipoksi Normoksi

Stabilizasyon l / PHD | O,
OH) VHL ile Etkilesim
4

SA) Ubikitinasyon
(Erad)-o9) -

Hidroksilasyon

Sitoplazma
[sececccscecscees

[sesessecessesess

GLUT1/3 (anaerobik glikoliz)
VEGF (anjiyogenez)
EPOI (eritropoezis)
CAIX (pH regiilasyonu)

Sekil 2.5. HIF transkripsiyon faktoriiniin aracilik ettigi hipoksi indiiklii gen ekspresyonunun

mekanizmast (7)

2.2. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) (EC 4.2.1.1) enzimleri, CO2/HCO3’in

hidratasyon/dehidratasyonunu geri doniisiimlii olarak katalize eden, hemen hemen
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yagayan tiim organizmalarda yaygm olarak bulunan metalloenzimlerdir (10).

CA’larin katalizledigi reaksiyon Sekil 2.6’da gosterilmistir (7).

CO; + HO T=—= HCO; + H*

CA

Sekil 2.6. CA enziminin katalizledigi temel reaksiyon (7)

CO2’in bikarbonata geri doniisiimlii hidratasyon reaksiyonuna (Reaksiyon
1.1) ek olarak, a-CA’lar ¢esitli diger reaksiyonlar1 da katalize eder. Bunlar;
Siyanat’tan karbamik asite hidrasyon veya siyamit’ten iireye (Reaksiyon 1.2 ve 1.3),
aldehitin gem-diollere hidrasyonu (Reaksiyon 1.4), karboksilik esterlerin veya
stilfonik esterlerin hidrolizi (Reaksiyon 1.5 ve 1.6) ve diger az arastirilmis hidrolitik

stireglerdir (Reaksiyon 1.7-1.9) (Tablo 2.1) (4).

Tablo 2.1. a-CA’nin katalizledigi bazi reaksiyonlar (4)

0=C=0 + H,0 <=> HCO3 + H* (1.1)
0=C=NH + H,0 <=> H,NCOOH (1.2)
HN=C=NH + H20 <=> H,NCONH; (1.3)
RCHO + H0 <=> RCH(OH): (1.4)
RCOOATr + H,0 <=>RCOOH + ArOH (1.5)
RSO3Ar + H20 <=> RSO3zH + ArOH (1.6)
ArF + H0 <=> HF + ArOH (1.7)

(Ar = 2,4-dinitrofenil)

PhCH>OCOCI + H20 <=> PhCH20OH + CO, + HCI (1.8)
RSO2Cl + H2O <=>RSOs3H + HCI (1.9)
(R = Me; Ph)
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Bir enzim olarak CA ¢ok ilgi gérmektedir ¢iinkii bilinen en hizli enzimlerden
biridir (3). Hidratasyon reaksiyonu i¢in en aktif CA’nin turnover sayist (kcat) 10°-10°
st araligindadir (42).

2.2.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Tarihgesi

CA enziminin, CO2 ve suyun geri doniisiimlii reaksiyonunu katalize eden
cinko metalloenzim oldugu 1932 yilinda kesfedildi (43). Bu enzim, 1933 yilinda ilk
kez eritrositlerden saflastirildi (44). O tarihten bu zamana kadar arastirilan bu
enzimin, bircok memeli izoenzimleri tanimlandi. CA’nin, CO. fiksasyonu ig¢in
gerekli oldugu yer olan bitkilerde yaygin olarak bulunusu ise 1940'lardan beri
bilinmektedir (45). Okaryotik kan ve bitki hiicrelerinde CA’nin varligi, erken
donemlerden bu yana bilinir. Prokaryotlarda ise varligi 1963 yilinda saptanmistir
(46). Memeli a-CA’nin kristal yapisi ilk kez yaklasik 40 sene 6nce tanimlanmistir
(43) ve 1994 yilinda Smith ve Ferry adli aragtirmacilarin enzimi karakterize etmeye

baglamasi sonucunda CA enzimi biiyiik 6l¢iide 6nem kazanmistir (46).

2.2.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Gen Aileleri ve Dagilim

CA enziminin alti temel sinifi vardir: a-, -, y-, 6-, - ve n-CA’lar (47). Daha
once yapilan calismalarda, CA enzim ailesinin bes gen ailesinden olustugu
belirtiliyordu (10). Ancak, CA’nin a sinifina ait oldugu disiiniilen insan sitmasinin
en Oldiiriicii tipinin etkeni olan protozoan parazit Plasmodium falciparum’un
genomunun sekans dizisi ve diger plazmodyum alttiirlerine ait olan CA’lar yakindan
incelendiginde ve filogenetik analizleri yapildiginda, Plasmodium falciparum’un
heniiz agiklanmayan bir kodlama olan n-CA sinifi olarak ifade edilen yeni genetik
aileye ait oldugu saptanmistir (48). a-CA’lar genellikle hayvanlar arasinda
yayginlardir ve vertabralilarda eksprese olan tek gen ailesidir. a-CA genleri ¢ogu
bakteri, bitki ve algde bulunmasmma ek olarak bu gruplarda B-CA’lar da
bulunmaktadir. Ayrica bazi invertabralilarda B-CA genleri eksprese eder. y-CA’lar,
cogunlukla arkea ve bazi bakterilerde bulunur. & ve {- CA’lar ise sadece deniz

diatomlarinda eksprese olur (4,49).
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Memelilerden 6nemli fizyolojik rolleri olan on alt1 farkli a-CA izoformu izole
edilip karakterize edilmistir. Bunlardan bir kismi sitozolik (CA-1, CA-Il, CA-I1l, CA-
VII, CA-XIII), bir kism1 ise membran-bagimhidir. (CA-1V, CA-1X, CA-XII, CA-XIV
ve CA-XV), CA-VA ve CA-VB mitokondriyal olup, CA-VI ise tiikriik bezinden
sekrete edilmektedir. CA-XV izoformu insanlarda veya diger primatlarda eksprese
edilmemektedir ancak rodent ve diger yiiksek vertebralarda bol miktardadir. Ayrica,
CA enzimlerinin ti¢ akatalitik formu bilinmektedir. Bunlar CA iliskili proteinlerdir
(CARP), CARP-VIII, CARP-X ve CARP-XI (50). a-CA’larin hiicre i¢i yerlesimleri
ve bolge kompozisyonlari Sekil 2.7°de gosterilmistir (10).

Sekil 2.7. Katalitik olarak aktif insan a-CA’larinin hiicre i¢i yerlesimleri ve bolge

kompozisyonlarinin sematik gésterimi (10)

Insanlarda, CA’lar iireme kanali, sindirim sistemi, bobrekler, sinir sistemi,
deri, gozler, akcigerler ve diger baz1 dokulari igeren farkli bolgelerde dagilim gosterir

(10). Ek-1de CA enzimlerinin ekspresyon bolgeleri gosterilmistir (51).
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2.2.3. Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapisi

X-ray kristollografik bilgilerden elde edilen veriler, metal iyonunun CA
enziminin aktif bolgesinin yariginda 15 A derinligin dibine yerlestigini, ii¢ histidin
rezidiisii (His94, His96 and His119) ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu tarafindan
koordine edildigini gosterir (7). Zn*? iyonu ii¢ korunmus histidin rezidiisii ile
tetrahedral durumda senkronize olmustur ve H,O veya OH™ dordiincii ligand olarak

baglanmistir (52). Sekil 2.8’de CA baglama bolgesi gosterilmistir (53).

HIS 119

Sekil 2.8. CA baglama bolgesinin gosterimi (53)

Biitiin CA izoformlarinda aktif bolge kavitesi bir yiizii hidrofobik (V121,
V143, L198, V207 ve W209), diger yiizii hidrofilik (Y7, N62, H64, N67, T199 ve
T200) aminoasitlerden olusan korunmus iki farkli ortama bolinmiistir. Aktif
bolgenin kenarindan ¢esitli izoformlara karakteristik olan ylizey cepleri c¢ikar
(54). Caligmalar, bu iki bolgenin de CO2’in bikarbonata hizli bir sekilde

dontisimiinde gerekli oldugunu gostermistir (55).

2.2.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Bugiine kadar belirlenen tiim CA’lar iki basamakli ping-pong mekanizmasina
aracilik etmek amaciyla metal-hidroksit mekanizmasin1 kullanirlar (54). Zn*?

iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur. Enzimin aktif
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formu, giiclii niikleofilik yapistyla CO2 molekiiliine atak yapar. Bu etkilesim, Zn*2
iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar. Daha sonra, HCO3™ iyonu
bir su molekiililyle yer degistirir ve ¢ozeltiye geger. Zn*? iyonuna su molekiilii
baglanir. Bu durum enzimin katalitik olarak inaktif asit formuna doniismesini saglar.
Temel formu elde etmek igin aktif bolgedeki rezidiiler ve/veya tamponda bulunan
iyonlarin etkisi ile aktif bolgeden gevreye bir H' transferi gergeklesir. Enzimin temel

hale déonmesi hiz belirleyici basamak oldugu icin son derece 6nemlidir (Sekil 2.9)

(9).
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Sekil 2.9. a-CA’larmn katalitik mekanizmanin sematik gosterimi (9)

2.2.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Fonksiyonlari

CO2’in ve suyun, HCOs3™ ve protona doniisiimiinii katalize eden CA’lar, ilag
kesifleri icin hedef olarak biiytik ilgi ¢ekerler. Ciinkii, bu enzimlerin temel fizyolojik
stirecler olan, doku ve akcigerler arasinda CO2/HCO3’iin tasinmasi ve respirasyonu,

CO2 homeostazisi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit sekresyonu, biyosentetik
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reaksiyonlar (glukoneogenezis, lipogenezis ve iireagenezis), kemik rezorpsiyonu,
kalsifikasyon, tiimor olusturma ve diger bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregler ile
iliskisi vardir (4). Ek-1’de CA enzimlerinin fonksiyonlar1 gosterilmistir. Ayrica,
CA’larin irettikleri bikarbonatin transmembran tasmimina ve hiicresel pH
diizenlemesine anlamli derecede katkis1 vardir (56). Insanlarda bobrekte bulunan CA
izoformlar1 olan CA-Il, CA-1V, CA-VB, CA-1X, CA-XII ve CA-X1V, asit/baz denge
homeostazisi (CA enzimlerinin katalizledigi CO2 hidrasyon reaksiyonundan gelen
protonlarin sekrete olmasi), bikarbonat reabsorbsiyonu ve renal NH™ cikis1 gibi
fizyolojik siireclerde rol oynar (57). CA izoenzimlerinin ¢gogu bu 6nemli siire¢lerde
yer aldig1 i¢in, 6dem, glokom, obezite, kanser, epilepsi ve osteoporozis gibi
hastaliklarin tedavisinde inhibe edilebilecek potansiyel tedavi edici hedefler olarak
onemlidirler (7). Calismalar, CA’larin gesitli fizyolojik siireglerdeki 6nemli rollerini
gostermis ve bu enzimlerin anormal diizeylerinin veya aktivitelerinin insan

hastaliklari ile olan iliskilerini ortaya koymustur (7,58).

2.2.6. Sitozolik Karbonik Anhidraz Enzimleri CA-l ve CA-II

CA-I ve CA-II memeli kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunan iki ana izoformdur
(5). Eritrositlerde CA-II’den 5-6 kat daha fazla eksprese olan sitozolik CA-I, CA
olarak ana rolii oldugunu kanitlar. CA-I’in, CA-II’'nin yoklugunda temel bilesen
olabilecegi disiiniilmektedir (51).

CA-l

CA1l geni 8.kromozom iizerindeki CA2 ve CA3 genleri ile yakindan
baglantihidir. CA1 geni, eritrositlerde yiiksek diizeyde bulunan sitozolik proteini
kodlar. Bu genin yerlesimi 8q21.2 olup, ekzon sayisi 11°dir (59). CA-I eritrositlerde
en bol miktarda bulunan ve hemoglobin tasimayan proteindir ancak eksikligi
herhangi bir anomali gostermez (51). Vaskiiler duvarda bulunan CA-l1 hem
vazokonstraksiyon (damarlarin kasilmasi) hem de vazodilatasyonda (damarlarin
genislemesi) gorevlidir (60). CA-I’in prostat kanserinde prostat spesifik antijen
(PSA) gibi tanida gorev gorebilecegi ve hasta bireylerde CA-I seviyesinin saglikli
bireylerden daha yiiksek oldugu dolayisiyla CA-I’in bu hastalikta bir biyobelirteg
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olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (61). Ayrica yapilan bir ¢alismada, CA-I’in
kolon epitelinde asit baz dengesinde rol oynadigi bulunmustur (62). Feener ve
grubunun yaptig1 bir ¢alismada ise retina ve beyin 6édeminde CA-I’in bulundugu ve

CA-I inhibisyonunun bu durumda degerli bir ara¢ olabilecegi gosterilmistir (63).

CA-ll

CA-II, karisik o/p globiiler katlanmas1 ile 260 aminoasitten olusan 29 kDA
agirliginda monomerik bir proteindir. En iyi ¢alisilmis ve insanlarda en bol bulunan
izoenzim olup, 7 a-heliksle ¢evrili 10 B-sheetten olusur (54). Sekil 2.10°da hCA-II
izoenziminin yapis1 gosterilmistir (10). CA2 geninin yerlesimi 8q22 olup, ekzon
sayist 7°dir (64).

Sekil 2.10. hCA-II enziminin yapis1 (10)

CA’larin i¢inde en yiiksek turnover oranina sahip, en c¢ok calisilan izoenzim
olan CA-Il (65) ¢ogu organda yiiksek eksprese edilir ve bir¢ok 6nemli fizyolojik
stirece katki saglar (66). Kemikteki osteoklastlari, retinal miiller hiicreleri,
hepatositleri, bobrekleri, beyindeki oligodendritleri, tiikriikk bezleri, eritrositleri ve
plateletleri iceren hemen hemen tiim doku ve organlarda genis dagilim gosterir. Bu
izoenzim H* iiretimine ve asit-baz homeostazisine, pH dengesine ve metabolik
asidozise katki yapar. Eritrositlerde, akcigerlerde ve renal proksimalde CO:2
degisimini baslatir (51). S6z konusu izoenzim, ayn1 zamanda géze sodyumun primer
transport mekanizmasinda yer alir ve intraokiiler basincin diizenlenmesinden

sorumludur (67). CA-II’nin inhibisyonu, glokomda goriilen ve gbziin optik sinirine
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zarar veren intraokiiler basinci azaltir (3). Bu sebeple glokom tedavisinde CA-II

inhibitorleri onemlidir.

Son ¢alismalarda, CA-II’nin normal damar endotelinde bulunmazken tiimor
damarlarinda eksprese oldugu ortaya ¢ikmig (68) ve bu izoenzimin akciger, renal,
0zofagal ve melanom kanserlerinin timoér damar endotelinde eksprese oldugunu

gosterilmistir (69).

2.2.7. Tiimér iliskili Karbonik Anhidraz Enzimleri CA-1X ve CA-XII

CA-IX ve CA-XII, hipoksi ile indiiklenen, tedaviye yanit ve kanser siireci ile
iliskili olan bir¢ok tiimorde yiiksek eksprese edilen tiimor iligkili proteinlerdir (6).
Sekil 2.11°de CA-IX ve CA-XII izoenzimlerinin katalitik bolgelerinin dimerik yapisi
gosterilmistir (70). Bu proteinler ekstraseliiler boslukta aktif bolgelere sahip
olduklart icin bu izoenzimlerin katalizledikleri reaksiyon, tiimor hiicre gocii,
invazyonu ve metaztasinin olusumunda ekstraseliiler asidifikasyona katki yapar (28).
CA-IX ve CA-XII izoenzimlerinin yapilarmin sematik goriiniimi Sekil 2.12°de

gosterilmistir (71).

Sekil 2.11. CA- 1X (mavi) ve CA-XII (kirmizi) katalitik bolgesinin dimerik yapist (70)

19



N-terminal

N-terminal

C-terminal C-terminal

Sekil 2.12. CA-IX ve CA-XII yapilarinin sematik goriinimii
*Sinyal peptitleri (SP), proteoglikan-iliskili bolgeler (PG), karbonik
anhidraz domainler (CA), transmembran bélgeler (TM) ve intraseliiler
kuyruklar (IC) (71)

Tiumor iliskili bu iki izoenzimin kanser hiicrelerinin ekstraseliiler ¢evresinin
asidifikasyonunda etkin olmasindan dolay, bu izoenzimlere 6zgii CAl’lerin, kanser
hiicrelerinin ~ proliferasyonu ~ ve  invazyon  kapasitesinin  azaltilmasinda
kullanilabilecegi gosterilmis (72) ve son galismalarda, antitimér ve antimetastatik

etkiler gdsteren bu izoenzimleri spesifik olarak hedefleyen CAl’ler raporlanmigtir

(6).
CA-IX

Timor ile iliskili oldugu bulunan ilk CA olan CA-IX, Pastorekova ve
arkadaglar tarafindan 1992 yilinda raporlanmig (50) ve daha sonra bu izoenzimin
geni (CA9) karakterize edilmistir (73). CA9 geninin yerlesimi 9p13.3 ve ekzon sayisi
10’dur (74).

CA-IX Kkatalitik bolgesinin kristal yapist 2009 yilinda raporlanmis (Sekil

2.13) ve a-CA enzimleri arasinda tek kuarterner yapiya sahip olan izoenzim oldugu

gosterilmistir (70).
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Sekil 2.13. Tam boy CA IX dimerinin yapisal diizeninin 6nerilen modelinin gosterimi (70)

CA-IX ¢oklu bolgeye sahip olan, kompleks organize olmus transmembran bir
proteindir. Izoenzim, i) Fonksiyonu bilinmeyen kiigiik intrasitozolik kuyruk ii) Kisa
transmembran segment iii) Diger a-CA’larin katalitik bolgelerine yiliksek sekans
homolojisi gosteren ekstraseliiler katalitik bolge iv) CA-IX proteininde bulunan
hiicre adezyon siirecinde ¢ok 6nemli olan 6zgiin proteoglikan bolge ve v) Kisa sinyal

peptiti icerir (Sekil 2.14) (50).

42-130 167-405

\

G\ %
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SP PG CA T™IC

AP ACA

CA-IX

Sekil 2.14. CA-IX proteininin yapisal organizasyonu (50)

CA-IX tiimdr mikrocevresinde, asit-baz dengesini ve intraseliiler iliskiyi
diizenleyen bir transmembran protein olup (50) hiicre yayilmasinin baglangicinda
fokal adezyon iligkisinin olusmasi ve olgunlasmasma katki yapar (75). CA-1X
hipoksiye en iyi cevap vericidir. Ciinkii CA9 geni, transkripsiyon baslama bolgesinin
hemen Oniinde lokalize olan HRE sekansina baglanan HIF-1 araciligiyla hipoksi
tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir (33). Hipoksik kosullar altinda CA-1X,
HIF-1a tarafindan upregiile edilir ve pH homeostazisini saglamak icin hiicreye
HCOzii transport eder (76). Geriye kalan ekstraseliller H*, tiimor mikrogevresini
asitlestirir, metalloproteinazlar1 aktive eder, anjiyogenezisi indiikleyip invazyon ve

metaztasi kolaylastirir (77,78).
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Normal dokularda, CA-IX sadece glandular midenin mukozasinda, biiyiik
safra kanal1 ve peritoneal hat boyunca eksprese edilir. CA-IX overekspresyonu bas-
boyun kanserleri, akciger karsinomlari, 6zofagal kanser ve yumusak doku
sarkomalarini igeren kati timdrlerin birgok tipinde bulunur. Cogu ¢alismada, CA-1X
ekspresyonu hastaligin seyrinin kotiiye gitmesi ile iligkilidir (28, 30, 79). CA-IX’un
hastaligin seyrindeki 6énemi ve pH diizenlenmesindeki 6nemli rolii esas alindiginda,
bu enzimin kanser tedavisi i¢in temel hedef olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu sebeple,
son yillarda siilfonamidler ve siilfonamidlerin izoesterleri olan bircok CAI’i

gelistirilmektedir (80).

CA-XlI

CA-XII izoenzimini kodlayan CAI12 geninin ii¢ transkript varyanti
belirlenmistir. Bu genin yerlesimi 1522 olup, ekzon sayis1 11°dir (81).

S6z konusu enzimin sinyal sekansi ¢ikarildiktan sonra, 325 aminoasit igerir
ve bu enzim, ek kisa ekstraseliiler boliim, hidrofobik transmembran bolge ve C-
terminal sitoplazmik kuyruktan olusur (82). CA-XII dimerinin sematik yapis1 Sekil
2.15’te gosterilmistir (83).

Sekil 2.15. Membranda CA-XII dimerinin gematik gosterimi (83)

CA-XIl, CA-IX’a genel yap1 olarak benzer (CA-IX’un proteoglikan-benzeri
bolgesi disinda). CA-XII ekspresyonu da hipoksi tarafindan indiiklenir ama altinda
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yatan molekiiler mekanizma hala bilinmemektedir. CA-XII’nin bir¢ok tiimor
dokusunda CA-IX ile birlikte eksprese edildigi ve normal dokularda daha genis bir
aralikta bulundugu gésterilmistir (71).

CA-XII’nin ekspresyonu normal dokularda ve kanserin birgcok tipinde
incelenmistir. Bu izoenzim, normal bobrek ve kolon dokusunda (84,85) ayrica
derinin ter bezleri ve epidermisin bazal hiicrelerinde gosterilmistir (86). CA-XII’nin
sadece normal insan bobreginde degil berrak hiicre karsinomu ve onkositomlarda da
eksprese edildigi agiklanmistir (84). Renal tiimorlere ek olarak, CA-XII kolorektal

tiimorlerin (85) ve memenin duktal karsinomlarinin (87) bir dizisinde ifade edilir.

Yapilan caligmalar, CA-IX ve CA-XII'nin intraseliiler pH’1 diizenleyerek
timor hiicrelerinin sagkalimini sagladigi bu sebeple kombin hedeflemelerin yeni
antikanser  ilaglariin  gelisiminde  onemli  bir miicadele olabilecegini

diistindiirmektedir (6).

2.2.8. Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Tayin Yontemleri

2.2.8.1. CO2-Hidrataz Aktivitesi

CA enziminin  hidrataz  aktivitesi, enzimin COz  molekiiliiniin
hidratasyonundan, HCOs iyonunun dehidratasyonundan ve baz1 esterlerin
hidrolizinden sorumlu olma o&zelliginden yararlanilarak belirlenmektedir. CA
enziminin reaksiyonunda ortamda ilk olarak CO. gaz1 agiga ¢ikmakta veya
harcamakta, diger taraftan da H* konsantrasyonu artmakta veya azalmaktadir. Enzim
aktivitesi, ortamdaki H* Kkonsantrasyonunun degismesi ile pH degeri
etkileyeceginden dolayr indikatorle belirlenebilir. Bu  yontemde, CO:2
hidratasyonunda pH’in 8.2’den 6.3’e diisiisii icin gecen siire brom timol mavisi
indikatorii yardimiyla bulunmakta ve enzimin birimi, enzimsiz CO2 hidratasyon
stiresi (to) ile enzimli reaksiyon siireleri (tc) arasindaki farkin (tc)’ye boliinmesiyle

elde edilmektedir (88).
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2.2.8.2. Esteraz Aktivitesi

Kinetik ¢alismalarda CA aktivitesi ol¢iimii bu sekilde belirlenebilmektedir.
Bu yontemde CA enzimi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-nitrofenol
ve p-nitrofenolata hidroliz eder. Bu da 348 nm dalga boyunda absorpsiyon
gostermektedir (89).

2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

CA izoenzimleri inhibitdr ve aktivatorlerin sentezinde ilgi ¢ekici hedefler
olmuslardir (90).

CATl’ler altmis yildan uzun siiredir arastirilmakta olup (8) yaklasik otuz tane
CAI, antiglokom (CA-Il, CA-1V, CA-XII'yi hedefler.), antikonviilsan (CA-Il, CA-
VIl ve CA-IV’ii hedefler.), antiobezite (CA-VA ve CA-VB’yi hedefler) ajani olarak
kliniklerde kullanilmaktadir (91). Son yillarda CAT’lerin antienfektif ve antikanser

ilaglar olarak potansiyel kullanimlart ile ilgili calisilmaktadir (7).

CAT’ler enzim baglanma bélgelerine gore iki ana sinifa ayirilir: Enzimin aktif
bolgesinde katalitik ¢inko iyonuna kendini baglayanlar ve metal iyonu ile direkt
etkiye girmeyip aktif bolgeye baglananlar. Kristallografik olarak calisilan ve ¢inko
iyonuna baglanan inhibitorler: ureatlar/hidroksamatlar, merkaptofenoller, metal
kompleks anyonlar ve siilfamatlar/siilfamitler —gibi  biyoizoesterleri ile
stilfonamidlerdir (10). Metal merkeze direkt olarak baglanmayan inhibitorler ise
fenoller, poliaminler, baz1 karboksilatlar ve siilfokumarinlerdir. Kumarinler ve bazi
laktonlarin Onila¢ inhibitorleri oldugu gosterilmistir. Bu inhibitorler aktif bolge
kavitesinin girisine hidrolize formda baglanmaktadirlar. Yeni ilag sentez stratejileri
de “kuyruk yaklagimi1” ile devam etmektedir. Bu yontem ile enzimin aktif bolgesinde

daha fazla dis baglanma bolgeleri olan CAT’ler elde edilebilmektedir (92).
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2.3.1. Karbonik Anhidraz inhibitérlerinin Siniflandirilmasi
2.3.1.1. Sistemik Karbonik Anhidraz inhibitorleri
Asetazolamid

Asetozolamid, CAl’lerin sistemik formu olup 1954’ten beri kullanilmaktadir
(93). Antimikrobiyal etkinligi olmayan sentetik bir siilfonamid tiirevidir. Mide-
bagirsak tarafindan kolaylikla absorbe edilir. Idrar hacmini artirir ve idrar1 alkali hale
getirir (94). idrar iginde atilan bikarbonat, Na* ve K* miktarii arttirirken, kloriir
miktari1 azaltir (7). Asetazolamid, glokom, yiikseklik hastaligi ve iyi huylu
intrakraniyal hipertansiyon tedavisinde kullanilan CAI’dir (51). Asetazolamid’in

kimyasal yapis1 Sekil 2.16’da gosterilmistir (90).

{\S/\N T

N

HoN—

O—un—0

Sekil 2.16. Asetazolamid’in kimyasal yapist (90)
Metazolamid

Metazolamid, daha az yan etkisi olan CAl’leri bulma gabalari sonucu
gelistirilmistir (94). Metazolamid de bir CAI’dir ve yan etkileri Asetozolamid’e
oranla daha azdir. Ancak Asetozolamid’den daha az etkilidir. Proteine baglanma
orani diisiik olmasindan dolay1 daha az dozlarda kullanilir ve yarilanma 6mrii daha

uzundur (93). Metazolamid’in kimyasal yapis1 Sekil 2.17°de gosterilmistir (90).

—<T T

Sekil 2.17. Metazolamid’in kimyasal yapisi (90)
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Diklorfenamid ve Etokzolamid

Asetazolamid kullanimin yliksek oranda yan etkilere neden olmasi yan etkisi
diisik yeni CAI’leri bulma ¢abasi dogurmustu (94). Bu amagla iiretilen
Diklorfenamid ve Etokzolamid’in, Asetazolamid’e istiinliikleri yoktur (93). S6z
konusu iki inhibitoriin kimyasal yapilar1 Sekil 2.18 (95) ve Sekil 2.19°da (90)

verilmistir.

SO,NH,

Cl SO,NH;

Cl

Sekil 2.18. Diklorfenamid’in kimyasal yapisi (95)

Sekil 2.19. Etokzolamid’in kimyasal yapist (90)

2.3.1.2. Topikal Karbonik Anhidraz inhibitérleri

Dorzolamid

Dorzolamid, ilk topikal CAI’dir ve kullanima girmesi glokom tedavisinde
onemli bir gelismedir. Dorzolamid’in plazma proteinlerine baglanmasi orta

diizeydedir. Dorzolamid idrar yoluyla degismeden atilir (93). Dorzolamid’in

kimyasal yapis1 Sekil 2.20°de gosterilmistir (90).
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CHs

Sekil 2.20. Dorzolamid’in kimyasal yapis1 (90)

Brinzolamid

Brinzolamid ise Dorzolamid’e bir yan zincir eklenmesiyle elde edilmistir.
Ikinci topikal CAI olan Brinzolamid, 1998’den beri oftalmolojide kullaniimaktadir.
Dorzolamid ve Brinzolamid gibi topikal CAI’lerin baslica avantaji oral ajanlara bagh
gelisen sistemik yan etkilerdeki belirgin azalmadir. Ancak bazi hastalarda ciddi yan
etkileri goriilebilir (93). Brinzolamid’in kimyasal yapist Sekil 2.21°de gdsterilmistir
(90).

CH,
NH
(0]
- |
PUSban
/W \S S o
o/\o

Sekil 2.21. Brinzolamid’in kimyasal yapis1 (90)

2.3.2. Siilfonamidler

Antimikrobiyal kemoterapinin basladigi yillar olan 1932°de Domagk

tarafindan farelerdeki streptokokal enfeksiyonlarin tedavisinde Prontosil’in etkili

27



oldugunun bildirilmesi iizerine gelistirilmeye baglanmis ve otuzlu yillarin sonlarinda
stilfonilamid halkasinin gelistirilmesi ile insanlarda kullanilmistir (96). Mann ve
Keilin, 1940 yilinda siilfonamidin &zgiin ve potansiyel bir CAI gibi davrandigini
belirtmislerdir (97). Siilfonamid gruplar1 iki nedenden dolayr CA aktif bolgesi igin
ideal ligandlardir. Bir yandan pozitif yiiklii ¢inko iyonu ile deprotonlanmis nitrojen
iyonunun negatif yiikiinii kombin eder. Diger yandan koordine nitrojen atomundaki
bir proton, hidrojen ile sik1 bir bag olusturan hidrojen bag akseptor karakterinde olan

Thr199 ile uyumludur (Sekil 2.22) (10).

Hidrofobik Hidrofilik
Bilge Balge
NH-.._
Th 19904:[ 0=3=0
' Q----=-"--- HN-
, .
H |
D i .7 Zn2+
P W IJ el .-:,“."-l\
oy A N™ NH
RNF . —
Glu106 f f
His06 His94
'S His119

Sekil 2.22. hCA-II aktif bolgesi ve genel siilfonamid inhibitorii arasindaki anahtar etkilesimin
sematik gosterimi (10)

Memelilerde tanimlanan 16 farkli a-CA ve CARP izoenzimlerinin katalitik
aktiviteleri, siilfonamidlere olan affiniteleri ve hiicrei¢i yerlesimleri Tablo 2.2°de

verilmistir (4).
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Tablo 2.2. Yiiksek omurgali a-CA izoenzimlerinin katalitik aktiviteleri, siilfonamidlere olan

affiniteleri ve hiicre i¢i yerlesimleri (4)

izoenzim Katalitik Aktivitesi Siilfonamidlere Affinite Hiicre ici Yerlesimleri
(CO2 Aktivitesi)
CAI Orta Orta Sitoplazma
CAIl Yiiksek Cok Yiiksek Sitoplazma
CA Il Cok Diisiik Cok Diisiik Sitoplazma
CA IV Yiiksek Yiiksek Membran-Bagimli
CAVA Diistik-Orta? Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta Yiksek Tiikriik bezi/siit sekrete
CAVII Yiiksek Cok Yiiksek Sitoplazma
CARP VIII Akatalitik b Sitoplazma
CAIX Orta-Yiksek Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik b Sekrete
CARP XI Akatalitik b Sekrete
CAXII Diisiik Cok Yiiksek Transmembran
CAXIl Orta Orta-Yiiksek Sitoplazma
CA XIV Orta Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Bilinmiyor Membran-Bagimli

2pH 7.4’te diisiik, pH 8.2 veya daha yiiksekte orta

b Dogal CARP izozimleri Zn (II) igermez, bu sebeple siilfonamid inhibitdrlerine ilgisi dlgiilmemistir.
Bolgesel yonlendirilmis mutagenez ile bu proteinlerin modifikasyonu miimkiindiir ve bunlar1
stilffonamidler tarafindan inhibe edilmesi miimkiin CA-benzeri aktivite gosteren enzimlere doniistiiriir

ama su anda bu konuda ayrintili ¢alismalar mevcut degildir.

(RSO2NH2)  (57). Primer

stilfonamidler stilfonil gruplarinda iki adet hidrojen atomu, sekonder siilfonamidler

Klasik CADl’ler primer siilfonamidlerdir
ise bir adet hidrojen atomu bulundururlar. Bu hidrojenler kismen asidiktirler ¢iinkii
konjuge bazda olusan yiik rezonansla stabilize edilebilir. Karboksilik asitlere gore
daha az elektronegatif olan nitrojen atomundaki negatif yiikiin olusumundan dolayz,
stilfonamidler karboksilik asitlerden daha az asidiklerdir (98). Primer siilfonamidler,
CA enzimlerinin kapsamli 6zgiil inhibitorleri iken sekonder siilfonamidler genellikle
zayif CAl’lerdir (99). Sekonder veya iigiinciil siilfonamidler yapisal engellerden

dolay1 ¢inkoya baglanamaz. Bu siilfonamidlerin aktif bdlgenin girisine yerlestigi

diistintilmektedir (100).
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Siilfonamidlerin gliniimiizde ditiretik, antiglokom, antiepileptik ve ytikseklik

hastaliginda tedavi ajani olarak klinik kullanim1 vardir (92).

2.3.3. Benzensiilfonamidler

CA inhibisyonu i¢in bugiine kadar bir¢ok aromatik siilfonamid sentezlendi ve
arastirildi. Bunlarin i¢inde en genel ve en iyi karakterize edilmis olan inhibitorler
aromatik hidrokarbonlarin tiirevleri olan benzensiilfonamidlerdir (10,101). Sekil

2.23’te Benzensiilfonamid’in kimyasal yapis1 gosterilmistir (90).

O\\S/O
AN

NH»

Sekil 2.23. Benzensiilfonamid’in kimyasal yapisi1 (90).

Hemen hemen iizerinde ¢alisilan tiim yapilarda benzensiilfonamid pargasinin,
aktif enzim bolgesi ile etkilesimi oldukca benzerdir. Bu etkilesimler, Zn*? katalitik
iyonlarmn standart  koordinatlarindaki siilfonamid ve fenil halkasin1 i¢ermekte
olup Vall121, GIn92, Phel131, Leul98, and Thr200 rezidiileri ile bir¢ok van der Waal
etkilesimi saglar (Sekil 2.24) (10).
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Sekil 2.24. Benzensiilfonamid’in hCA-II aktif bolgesi ile baglanmasinin sematik gosterimi (10)

Subsitiite benzensiilfonamidlerle, primer siilfonamidlere kiyasla kesin

mekanizmalara sahip olan farkli CAI’ler iiretilebilir (100).

Cogu benzensiilfonamid olan bilesikler, hayvan modellerinde gii¢lii antitimor
aktivite gostermesinin yani sira antiepileptik, antiobezite ve antiglokom aktivite

gosterir ayrica klinik olarak da kullanilirlar (102).

2.3.4. Kromonlar

Kromonlar, piran halkasina kondanse durumda benzen halkasi igeren
heterosiklik bilesikler olup bir kismi ilag¢ olarak kullanilan bilesikleri i¢eren genis bir
ailedir. Bu bilesikler, piran halkasinin 4. konumunda karbonil grubu igeren
benzopiran tlirevleri olarak da anilabilir. Sistematik olarak 4H-1-benzopiran-4-on
seklinde adlandirilmaktadir (Sekil 2.25) (103).
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Sekil 2.25. Kromonlarin kimyasal yapisi (103)

Kromonlar flavon, flavonol ve izoflavonlar gibi bir¢ok flavonoidlerin
cekirdek boliimidiir (104).

Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan flavonoidler, bitki sekonder
metabolitlerinin en iyi temsilcisi olup, dikkat ¢ekici biyolojik aktiviteler sergilerler.
Son yillarda binlerce flavonoid ilag kesiflerinde arastirildi ve antikanser ajanlari

olarak gelistirilmeleri ile ilgili ¢aligmalar yapildi (105).

Kromon kelimesi Yunanca renk anlamina gelen “chroma”dan tiiremistir. Bu
kromon tiirevlerinin genis renk araliginda olduguna isaret etmektedir. Yapisal iskele
olarak ¢esitliliginin, farkli farmakolojik aktivitelerin eldesi i¢in degisiklik yapmanin
miimkiin olusu yaninda, bir¢ok kromon tiirevi genis aralikta florensans 6zelik de
gosterir. Ozellikle, 3-hidroksiflavonlar DNA-baglama affinite calismalar igin
hidrojen yapistirma sensorleri, floresans problari, protein isaretleme ve apopotoz

calismalarinda ise floroforlar olarak kullanilmaktadir (104).

Cok sayida kromon tiirevinin farmakolojik 6zelliklerinin bilinmesine ragmen,
bugiin tedavi edici ajanlar olarak az sayida 6rnek kullanilmaktadir. Khellin (Sekil
2.26), Ammi visnage bitkisinin tohumlarindan ekstrakte edilmis, klinik uygulamada
kullanilan ilk kromondur ve Akdeniz bdlgesinde renal kolik tedavisi ig¢in uzun
zamandan beri diliretik olarak kullanilmaktadir. Ayrica, 1950’lerde, khellin, astim ve
g0giis anjini’nin tedavisinde diiz kas gevseticisi olarak kullanilmistir (103). Khellin
onceden gogiis anjininin tedavisinde kullanilmakta iken simdi vitiligonun tedavisinde
kullanilmaktadir. Diger kromon tiirevlerinden, Sodyum kromoglikat (Sekil 2.26)

alerjik rinit, astim ve alerjik konjuktivitte mast hiicre sabitleyicisi, Diosmin ($ekil
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2.26) vendz hastaliklar icin tedavi edici ajan, Flavoksat (Sekil 2.26) ise iiriner

inkontinansinin (idrar kagirma) tedavisinde diiz kas gevsetici olarak kullanilir (104).

COONa COONa

Sodyum Kromoglikat

0
OH
HOy, 1, \\\\\\\\
o
o)
o™
o
N
Flavoksat

~

(@)

Diosmin OH

Sekil 2.26. Farmakolojik ajanlar olarak kullanilan kromon temelli bilesiklere rnekler (104)

Kromon ve tiirevleri, biyolojik sistemlerdeki dnemlerinden dolay1 organik
sentezde ilgi ¢ekici hedefler olmaktadirlar (106). Kromonlar antialerjik,
antimikrobiyal, antiviral, antitiimor gibi biyolojik aktivitelerin cogunu etkilemekte ve
antioksidan aktivite gostermektedirler (107). Bazi kromon tiirevlerinin hipoglisemik

etki gosterdigi kaydedilirken, santral sinir sistemini etkileyen kromonlar, analjezik ve
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analeptik, otonom sinir sistemini etkileyenler ise, B-adrenerjik blokor ve spazmolitik
aktivite gosterir. Kardiyavaskiiler sistem iizerine koroner dilator, kapiller rezistansi
arttirict ve kolesterol diizeyini diisiiriici etki gosterirken gastrointestinal sistem
lizerine antiiilser ve antidiyareik etkisi vardir (108). Ayrica, rekimyasal aktivitesi
yiikksek olan kromonlar, birgok enzimle etkilesebilir. Bir¢ok kromon tiirevinin
benzodiazepin reseptorlerine baglanarak kinaz inhibitdrii gibi davrandigi ve kistik

fibrozun tedavisinde etkili ajanlar gibi oldugu da raporlanmistir (104).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan saf CA-I, CA-Il, CA-1X ve CA-XII izoenzimleri ticari
olarak Sigma Co.Itd/Milano/italya’dan temin edilmistir.

Calismalarimizda kullanilan, fenol-red, sodyum hidroksit, trihidroksi metil
aminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum siilfat, HEPES, sodyum siilfat Merck

A.G’den; karbondioksit gazi piyasadan temin edilmistir.

Calismalarimizda kontrol grubu olarak Asetazolamid kullanilmistir.

Asetazolamid ticari olarak Sigma’dan temin edilmistir.

3.1.2. Calismada Inhibitor Etkisi Incelenen Bilesikler

Calismada, yeni sentezlenmis Kromon Temelli Siilfonamid (KTS) tiirevi olan
on iki adet bilesigin inhibisyon etkisi incelenmistir. Bu orijinal bilesikler, Misir
Kahire Universitesi Farmasotik Kimya Béliimii’nden Dr. Fadi Awadallah’tan temin
edilmistir.  Bilesikler =~ kromon  yapis1  iceren  primer ve  sekonder

benzensiilfonamidlerdir. Tablo 3.1’de bilesiklerin siilfonamid yapilar1 yer almaktadir.
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Tablo 3.1. Caligmada inhibisyon etkisi incelenen bilesikler ve siilfonamid yapilart

Ad | Bilesik Yap1
4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-(5-metil-

3b | ) sekonder
izoksazol-3-il)-benzensiilfonamid
N-(4,6-Dimetil-pirimidin-2-il)-4-[ (2-etoksi-4-okso-kroman-3-

3d | . ] ) sekonder
ilidenmetil)-amino]-benzensiilfonamid
4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-tiazol-2-il-

3e sekonder
benzensiilfonamid
4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidinmetil)-amino]-N-piridin-2-il-

3f sekonder
benzensiilfonamid

4a | 4-[(4-Okso-4H-kromen-3-ilmetil)-amino]-benzensiilfonamid primer
N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-[ (4-okso-4H-kromen-3-ilmetil)-

4b ) sekonder
amino]-benzensiilfonamid
4-[4-0Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol- )

7a L primer
2-ilamino]-benzensiilfonamid
4-[4-0kso-5-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-

7c o o sekonder
2-ilamino]-N-pirimidin-2-il-benzensiilfonamid
4-[4-0Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-

7f o S sekonder
2-ilamino]-N-piridin-2-il-benzensiilfonamid
4-[5-Okso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-2-fenil-4,5- _

10a | o ) ) primer
dihidro-imidazol-1-il]-benzensiilfonamid
N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-(5-0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-

10b | ) ) S ) sekonder
ilmetilen)-2-fenil-4,5-dihidro-imidazol-1-il]-benzensiilfonamid
4-[2-(4-Kloro-fenil)-5-o0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)- )

1la primer

4,5-dihidro-imidazol-1-il]-benzenstilfonamid
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Calismada Inhibisyon Etkisi Incelenen Bilesiklerin Kimyasal Yapilari

4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-(5-metil-izoksazol-3-

il)-benzensiilfonamid (3b)

A\

MNH
N

D AN
‘ o
\\\\ /}/{f\.\_\N \\\
H

P C22H21N3065

~ o O/\\sb Ma: 45548 g/mol

N-(4,6-Dimetil-pirimidin-2-il)-4-[(2-etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-

amino]-benzensiilfonamid (3d)

/

=
\S<\;NH4<\N /

CaaH24N40s8

3d Ma: 480,54 g/mol
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4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidenmetil)-amino]-N-tiazol-2-il-

benzenstilfonamid (3¢)

2

S

CoiHsMN50555

a: 437.52 g'mol

4-[(2-Etoksi-4-okso-kroman-3-ilidinmetil)-amino]-N-piridin-2-il-

benzensiilfonamid (3f)

O\\S/NH
0 \
&
N0 3f Ms:

CasHa N3OS

451.49 g/mol
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4-[(4-Okso-4H-kromen-3-ilmetil)-amino]-benzensiilfonamid (4a)

]
Ofa/\w
H
O
4a

O\\s AN
\\o

Ci1sH14N2045

Ma: 330.36 g/mol

N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-[(4-okso-4H-kromen-3-ilmetil)-amino]-

benzenstilfonamid (4b)

I=

4b

CaoH7N3OsS

Ma: 411,43 g'mol
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4-[4-Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-2-ilamino]-

benzenstilfonamid (7a)

CioH 13N30s8;

Ma: 427.45 g/mol

NH S0oNH4

Ta

4-[4-0kso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-2-ilamino]-

N-pirimidin-2-il-benzensiilfonamid (7c)

C23H5N5058,

Ma: 303,53 g'mol

Te
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4-[4-Okso-5-(4-0kso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-tiazol-2-ilamino]-
N-piridin-2-il-benzensiilfonamid (7f)

CoaHi16N40s52

Ma: 30454 g'mol

L]

4-[5-Okso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-2-fenil-4,5-dihidro-imidazol-1-

il]-benzensiilfonamid (10a)

O
/0
I $/—NH2
N N\
CasH7N:058
10a Ma: 471.48 gmol
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N-(5-Metil-izoksazol-3-il)-4-(5-0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-2-
fenil-4,5-dihidro-imidazol-1-il]-benzensiilfonamid (10b)

0 0
/O —
7 = !—NH
| w N
\. N 0]
CagH20N4O6S
10b Ma: 552,56 g/mol

4-[2-(4-Kloro-fenil)-5-o0kso-4-(4-okso-4H-kromen-3-ilmetilen)-4,5-dihidro-

imidazol-1-il]-benzensiilfonamid (11a)

N 0
/O
S §C NH
N N\
N O
o
CasHiCIN3OsS
Cl o
11a Ma: 505,93 g/mol
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3.1.3. Cahismada Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Bu tez ¢alismasi esnasinda, asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buzdolabi (+4) : Hitachi

pH-metre : Orion- model 920A

Hassas terazi : Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Kronometre : Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr

Otomatik pipetler : Eppendorf, Medisis,Gilson

Magnetik karistirict : ARE magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
Ug yollu puar : Isolab

Calkalayici : Biolab 1575-2B shaker

Vorteks : Fisons Whirli Mixer

Stopped-flow Kinetik Alet : SX.18MV-R Applied Photophysics

3.1.4. Cahismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

CA-COy Hidrataz Enzim Aktivitesi icin Kullanilan Tamponlar:

Stopped-flow metodu igin CO2 ¢o6zeltisi; 20°C’de bidestile su iginden CO2

gecirilerek hazirlanir.

Stopped-flow tampon ¢ozeltisi; 0.01 M HEPES 4-(hidroksil etil)-1-

Piperazinetansulthonik asit 0.01 M Tris[hidroksimetilJaminometan hidrokloriir

(Trizma Hidrokloriir), 0.1 M NaxSO4 pH 7.5’te hazirlanmistir.

Stopped-flow fenol-red ¢ozeltisi; 0.2 mM fenol red alinarak (pH 6.8-8.4)

HEPES tamponu igerisine katilmistir.

Stopped-flow stok CA enzim ¢ozeltileri; Ticari CA-Ii¢in 2,5 x 10° M, CA-II

icin 10° M, CA-IX icin 3,3 x 10° M ve CA-XII icin 1,9 x 10° M olarak

kullanilmistir.
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Stopped-flow stok bilesik ¢ozeltileri; Stok bilesik ¢ozeltiler primer
siilfonamidler igin 10°-10°, sekonder siilfonamidler igin ise 10°-10® M arasinda
hazirlanir.

Stopped-flow bilesik testi kontrol grubu; Kontrol grubu olarak kullanilan
Asetazolamid 10®° ve 10® M konsantrasyonlarinda hazirlanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Karbonik Anhidraz (CA) Enziminin Aktivitesinin Tayini

3.2.1.1. CO2-Hidrataz Aktivitesi Tayini (Stopped-flow Kinetik Aleti ile)

Calismamizda SX.18MV-R Applied Photophysics Stopped-flow aleti CA-
CO: hidratasyon aktivitesi i¢in kullanilmistir (Sekil 3.1).

Bilgisayar ve S . Monokromator Isik kaynag / J
Pl ol S | [ mtne bl Gug kaynag:

Sekil 3.1. Stopped-flow Kinetik Aleti (109).
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Stopped-Flow Kinetik Aletinin Boliimleri:

Isik Kaynagi: Genis dalgaboyu araliginda yogun emisyon saglayan kaynak,

floresans Gl¢iimleri i¢in yeterince uygundur.

Monokromatér: Floresans dl¢limleri i¢in eksitasyon dalgaboyu gibi 151k dalga

boylarini veya absorbans dl¢iimleri i¢in ilgilenilen araligi segmek i¢indir.

Omek tutucu bolim: Bu boliim, gdzlem hiicresinde reaktifleri hizlica

karigtirmak ve data edinimi ile akigin durdurulmasini koordineli ¢alistirmak igindir.

Belirleme sistemi: Absorbans, floresans/isik sacilmasi degisikliklerini

kaydetmek icin ¢ogunlukla bir veya daha fazla foto ¢ogaltict detektorden yararlanilir.
Fotodiyot dizi dedektorleri bazen zamana bagli spektrumlarin (multi- dalgaboyu

kinetik verilerin) kazanilmasini saglamak i¢in kullanilmaktadar.

Bilgisayar ve kontrol/gdsterge/analiz yazilimi: Genelde, alet yazilim kontrolii

altindadir.

Sicaklik kontrollii su sirkiilatorii: Reaktif sicakligini ve gozlem hiicresindeki

sicaklig1 diizenler (109).

Klasik spektrofotometrik teknikler saniye altinda hizla gerceklesen
reaksiyonlar1 aragtirmak i¢in kullanilamazlar. Reaktantlar manuel olarak eklenirse,
birka¢ saniye i¢inde karisir, kimyasal tepkime meydana gelir ve herhangi bir
spektrum degisikligi elde edilmez. Bu sorun ancak Stopped-flow ile birlikte asilabilir
(110). Stopped-flow spektroskopi milisaniye-saniye araliginda ¢ozeltilerde olusan
kinetik degisimleri 6l¢gmek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Basit olarak, iki ¢ozelti
hizlica karisir ve gozlem hiicresinde akim durur. Numune hiicresi 1siklandirilir ve
iletilen ya da yayilan 151k, zamanin bir fonksiyonu olarak detektor ile dlgiiliir (Sekil
3.2) (109).
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Floresans
detekton - i
[ = |

Gozlem hiicresi
Isik Kaynagy /
Kangtrc: Absorbans
= T detektér
Siiriicii enjektérler Durdurucu enjektér
I I I Baglatict yaprak
Durdurucu

Siiriicii RAM

Sekil 3.2. Stopped-flow kinetik aletinin ¢aligma anindaki sematik gosterimi (109)

Sekil 3.3’de Stopped-flow kinetik aletinde 6rnek tutucu boliimde basit bir
karisim sematize edilmistir. Sekle gore, C ve F adi verilen siiriicii enjektorler
reaktifleri icermektedir. Stirlici RAM enjektor pistonlari iter ve reaktifler akim tiipii
araciligiyla karistirictya, oradan da gozlem hiicresine itilirler. Bu siire¢ hiicredeki
‘eski’ igerigi de durdurucu enjektore dogru iter. Piston, baslatici-diigmeye vurana
kadar akig durdurucu enjektorii doldurur; bu hareket ayn1 anda akimi durdurur ve

data edinimine baslar (111).

™~ Durdurucu kapak Optik hiicre

I\L( kumandast

Hiicre tiipiine
ileten sol kapak
ileten sag kapak

i Durdurucu
enjektor

Sekil 3.3. Stopped-flow kinetik aletinde 6rnek tutucu boliim (111)
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Stopped-flow Kkinetik aleti, yiiksek diizeyde otomasyon, iyi performans
ozellikleri, yiiksek hassasiyet, kisa zaman ve yiiksek hacimde ¢alisma olanag gibi

genis yelpazede aranilan 6zelliklere sahiptir (112).

Bu teknik herhangi bir uygulamaya 6zgiin degildir. Bu zaman o&lgeginde
meydana gelen spektral degisimleri O6lgmeyi gerektiren bagka calismalarda da
kullanilabilir ~ (113).  Stopped-flow  spektroskopisi  genellikle  reaksiyon
mekanizmalari, ilag-baglama siiregleri, protein yapisinin belirlenmesi gibi
biyomolekiiler arastirmalarda kullanilir. Ayrica, protein-protein, protein-ligand ve
protein-niikleik asit etkilesimlerini igeren biyolojik tiirler arasinda etkilesimlerin
kinetigini 6lgmede genis Ol¢iide kullanilr. Bu sistem, son on yildir enzim kinetigi
calismalarinda kullanilmaktadir ve ¢ogu enzim ailesinin arastirmalarinda yogun katki

saglamaktadir (114).

3.3. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin Iso Degerlerinin Saptanmasi

Yeni sentezlenmis on iki adet KTS bilesiginin Iso degerlerini bulmak igin,
1.7-17 mM araliginda CO; konsantrasyonu ile calisildi. Once bilesik madde olmadan

enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildu.

Degisik bilesik konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar Stopped- flow
aletinde 557 nm’de HEPES tamponuna karsi okundu. Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak, her yeni sentezlenmis KTS bilesigi icin Iso degerleri
hesaplandi (88).

3.4. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin Sitozolik CA-I, CA-II ve Tiimér Tliskili

CA-IX, CA-XII izoenzimleri Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin Incelenmesi

Sitozolik CA-I, CA-Il ve timor iliskili CA-IX, CA-XII izoenzimlerinin
hidrataz aktiviteleri tizerinde KTS bilesiklerinin inhibisyon etkileri; enzim iizerine

uygulamak suretiyle arastirildi. Bunun icin CA-l, CA-ll, CA-1X ve CA-XII
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izoenzimleri i¢in dort farkli uygun bilesik konsantrasyonunda hidrataz aktivite
Olgtimii yapildi. S6z konusu bilesiklerin % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek, Iso
degerleri hesaplandi. Bu tablo ve grafiklerdeki [I] degerleri, aktivite Olglim ortami
icin hesaplanan degerlerdir (88). Hesaplanan Iso degerlerinden K; degerlerine

cevrilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin Sitozolik CA-I, CA-II ve Tiimér iliskili
CA-IX, CA-XII izoenzimlerinin Hidrataz Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon

Etkilerinin in vitro Olarak Stopped-Flow Kinetik Aleti ile Incelenmesi

Sitozolik CA-l, CA-II ve tiimor iliskili CA-IX, CA-XII izoenzimlerinin
hidrataz aktiviteleri iizerinde yeni sentezlenmis on iki adet KTS tiirevi olan bilesigin
inhibisyon etkisi Stopped-flow aleti ile arastirildi. Bu arastirmada, CA-I, CA-Il, CA-
IX ve CA-XII izoenzimleri igin dort farkli uygun bilesik konsantrasyonunda hidrataz
aktivite 6l¢limii yapildi. Elde edilen sonuglar, Sekil 4.1 - 4.56 arasinda verilmistir.
Bilesiklerin % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek lso degerleri hesaplandi. (Tablo 4.1 -
4.4)

4.1.1. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin CA-I izoenziminin Hidrataz
Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak Stopped-Flow Kinetik

Aleti ile incelenmesi

26100
2200
%80
%70
%60 -
%50 -
a4
%630
%620
%910

%50

%56 9453

Yo CA-1 aldtivitesi

0 108 M 107 M 10°M 10° M

3b (M) mol /L

Sekil 4.1. 3b bilesiginin CA-l (106 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-1 altivitexi

%70
260 %a56 %634
9650 >
240 4
%30
%20
210 -
%0 T T T 1
0 108 M 107 M 10°M 105 M

3d (M) mel /L

Sekil 4.2. 3d bilesiginin CA-I (10°® M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Z
= %033 9452
; —
<

3

&

%10
q"flﬂ T T T -I
0 108 M 107 M 105 M 105 M
3e (M) mol /L
Sekil 4.3. 3e bilesiginin CA-1 (10% M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

.é ?54 %34
£ *
e

-

3

&

qu 1 T 1 _I
0 108 M 10" M 106 M 10° M
3f(M) mol /L

Sekil 4.4. 3f bilesiginin CA-l (10 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-1 alctivites 1

108 M

4a (M) mol /L

107 M 1050 105 M

Sekil 4.5. 4a bilesiginin CA-1 (10 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Yo CA-1 aktivites1

%10 -

108 M

107 M 105 M 105 M
4b (M) mol /L

Sekil 4.6. 4b bilesiginin CA-l (10-® M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Yo CA-l alctivites 1

%10

108 M

107" M 105 M 105 M

AZA (M) mol /L

Sekil 4.7. AZA inhibitériiniin CA-1 (10® M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (1)
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Yo CA-1 alctivites 1

%10 -

1078 n 107 M 10rE M 105 M

7a (M) mol /L

Sekil 4.8. 7a bilesiginin CA-1 (10 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

- 1566
F; — Jobd 9461
z ¢ —
e
-
3
&
%10 -
qu T T T _I
0 108 M 1007 M 10°M 10 M
Te (M) mol /L
Sekil 4.9. 7c bilesiginin CA-1 (10% M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

z 2462 2460

Ba—

E

<

3

&

g’m T _I T _I
0 108 M 10r' M 10°M 1M

7£ (M) mol /L

Sekil 4.10. 7f bilesiginin CA-1 (10°® M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-1 alctivites i

0 108 M 10" M 105 M 105 M

10a (M) mol /L

Sekil 4.11. 10a bilesiginin CA-1 (108 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Yo CA-1 alctivites 1

%100
%90 - 9483
S %70 9467 %66

0 103 M 107" M 106 0 103 M

10b (M) mol /L

Sekil 4.12. 10b bilesiginin CA-l (10 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi

Yo CA-1 aktivites1

o263 2460
-4
%10 -
qu T T T _I
0 108 M 107 M 10 M 10 M

11a (M) mol /L

Sekil 4.13. 11a bilesiginin CA-l (10 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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%6109

Yo CA-1 aktivitex i

290 -
%80
%70
%60
%50
240 -
2630 -
%620 -

%10

%ol

108 M

107 M
AZA (M) mol /L

105 105 M

Sekil 4.14. AZA inhibitériiniin CA-I (105 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (II)

CA-1 izoenzimi

degerlerinin 6zeti Tablo 4.1°de verilmistir.

uzerinde

inhibisyon etkisi

incelenen bilesiklerin

Iso

Tablo 4.1. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-I izoenzimi iizerinde gézlenen Iso

degerleri
Bilesikler | Iso Degerleri

3b >10
3d >10
3e >10
3f >10
4a 0.505
4b >10

AZA-I 0.091
7a 0.423
7c >10
7f >10
10a 8.430
10b >10
1la >10

AZA-11 0.233
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4.1.2. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin CA-II izoenziminin Hidrataz
Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak Stopped-Flow Kinetik

Aleti ile incelenmesi

%100
%00
280
%70
%60
%50
%edd
%630
%620
%10 -

%l

%60 %57

Yo CA-I1 akdtivitexi

0 108 M 10" M 105 M 105 M

3b (M) mol /L)

Sekil 4.15. 3b bilesiginin CA-Il (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

2100
%00
%80
%70
%60
2650
2640
2630
2620
%10 -

%l

9962
%060 %237
- —

Yo CA-II alctivitesi

0 108 M 107 M 105 M 10°M

3d (M) mel /L

Sekil 4.16. 3d bilesiginin CA-I1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-I alctivitesi

2e62 50 957
2%10 -
q‘m T _I T _I
0 108 M 107 M 105 M 105 M

e (M) mol /L

Sekil 4.17. 3e bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

: ¢ ‘
E
=
e
3

&

g’m T _I T _I
] 108 M 10'M 1050 10 M
3 (M) mol /L
Sekil 4.18. 3f bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

e

£

E

=

-

3

&

qu T 1 1 -I
0 1008 M 107 M 10°M 10 M
4a (M) mol /L

Sekil 4.19. 4a bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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:E —— o2 933
=
=
.
P
=
q"flﬂ T T T _I
] 108 107 M 1075 0 105 M
4b (M) mel /L

Sekil 4.20. 4b bilesiginin CA-Il (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Yo CA-I1 aktivitexi

%10

109 M 108 M 10" M 105 M

AZA (M) mol /L

Sekil 4.21

. AZA inhibitoriiniin CA-Il (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (I)

Yo CA-I aktivitesi

%10 -

10° M 108 M 10" M 105 M

7a (M) mol /L

Sekil 4.22. 7a bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-II alctivitesi

%10 -

108 M

1077 M 105 M 105 M

Te (M) mol /L

Sekil 4.23. 7c bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

i
£
E
=
=
3
&
m T _I T _I
0 108 M 10r'M 105M 10 M
TE(M) mol /L
Sekil 4.24. 7f bilesiginin CA-I1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
i
£
E
=
=
3
&
u.-"w T T _I 1
0 10° M 108 M 10r'M 10°M
10a (M) mol /L

Sekil 4.25. 10a bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Yo CA-I aktivitesi

%10

108 M

107 M
10b (M) mol /L

105 M

105 M

Sekil 4.26. 10b bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

z %39
:E —— 2538
= 241
=
-
3
&
qu T _I 1 _I
0 108 M 10r'M 105 M 107 M
11a (M) mol /L
Sekil 4.27. 11a bilesiginin CA-11 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi

2 %35

= —— 9649

E

=

-

L&

£ %311

210
q"w T T _I 1
0 109 M 108 M W0r'M 105 M

AZA (M) mol /L

Sekil 4.28. AZA inhibitériiniin CA-I1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (IT)
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CA-ll izoenzimi {izerinde inhibisyon etkisi incelenen bilesiklerin Iso

degerlerinin 6zeti Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-II izoenzimi iizerinde gbzlenen

Isop degerleri

Bilesikler | Iso Degerleri
3b >10
3d >10
3e >10
3f >10
4a 0.382
4b >10

AZA-I 0.019
7a 0.093
7c >10
7f 7.425

10a 0.525
10b 7.756
1la 5.036
AZA-1I 0.083
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4.1.3. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin CA-IX izoenziminin Hidrataz
Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak Stopped-Flow Kinetik

Aleti ile incelenmesi

2100
%00
%80
%70
%60
%50
29640
%9630
2620
%10 -

%l

%631 9548

Yo CA-IX altivitesi

0 10rE 10" M 105 10riM

3b (M) mel /L)

Sekil 4.29. 3b bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

%100
%30
%30
%70
a0 %452
%50 - yfﬂ
%40 -
%30 -
%20 -
%10 -

%0

Yo CA-IX altivites i

0 108 M 107 M 10° M 10° M

3d (M) mol /L

Sekil 4.30. 3d bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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2
= — —
=
-
3
S 9410 -

E"H} T _I T _I

L] 103 M 100" M 105 M 10~ M
e (M) mol /L

Sekil 4.31. 3e bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

Z
= 940
. 2430
-% o
.
-,
3
&
'E'm T T T 1
] 108 M 1077 M 10°M 105 M
3 (M) mol /L
Sekil 4.32. 3f bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

H

= %52 948

: D

z

e

3

&

qfﬂ} T _I T 1
0 108 M 10r'M 1006 M 105 M
4a (M) mol /L

Sekil 4.33. 4a bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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E
= %51 %49
E —
=
-
3
£
g’m T T 1 -I
0 108 M 107 M 10°M 105 M

4b (M) mel /L

Sekil 4.34. 4b bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

z
2 %51
z 9449
3 * -+
5
-
<
£ 0400 -

u«"w T T T 1

0 108 M 107 M 105 M 105 M

AZA (M) mol /L

Sekil 4.35. AZA inhibitdriiniin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (I)
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Sekil 4.36. 7a bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.37. 7c bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.38. 7f bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.39. 10a bilesiginin CA-1X (1077 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.40. 10b bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.41. 11a bilesiginin CA-1X (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.42. AZA inhibitériiniin CA-IX (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi (IT)
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CA-IX izoenzimi flizerinde inhibisyon etkisi incelenen bilesiklerin Iso

degerlerinin 6zeti Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-IX izoenzimi tizerinde gbzlenen

Isop degerleri

Bilesikler | Iso Degerleri
3b 4911
3d 7.401
3e 4.101
3f 3.300
4a 6.129
4b 6.609

AZA-I 5.150
7a 5.145
7c 18.170
7f 11

10a 8.312

10b 8.491

1la 6.636
AZA-1I 10.290
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4.1.4. KTS Tiirevi Olan Bilesiklerin CA-XII izoenziminin Hidrataz
Aktivitesi Uzerinde Inhibisyon Etkilerinin in vitro Olarak Stopped-Flow Kinetik

Aleti ile incelenmesi
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Sekil 4.43. 3b bilesiginin CA-XII (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.44. 3d bilesiginin CA-XII (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.45. 3¢ bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.46. 3f bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.47. 4a bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.48. 4b bilesiginin CA-XII (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.49. AZA inhibitoriiniin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi (I)
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Sekil 4.50. 7a bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.51. 7c bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.52. 7f bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.53. 10a bilesiginin CA-XI1 (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.54. 10b bilesiginin CA-XII (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.55. 11a bilesiginin CA-XII (107 M) enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.56. AZA inhibitériiniin CA-XI1 (107 M) enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi (IT)
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CA-XII izoenzimi {iizerinde inhibisyon etkisi incelenen bilesiklerin Iso

degerlerinin 6zeti Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-XII izoenzimi tizerinde gézlenen

Isop degerleri

Bilesikler | Iso Degerleri
3b 3.606
3d 0.674
3e 0.194
3f 0.528
4a 0.039
4b 0.091

AZA-I 0.048
7a 0.092
7c 1.024
7f 3.298

10a 0.047
10b 0.088
1la 0.056
AZA-II 0.052
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5. TARTISMA

Calismamizda, yeni sentezlenmis on iki adet KTS bilesiginin sitozolik CA-I,
CA-II ve timor iliskili CA-1X, CA-XII izoenzimleri iizerine inhibisyon etkileri

Stopped-flow aleti ile in vitro olarak incelenmistir.

CA-1 ve CA-II eritrositlerde bulunan iki ana izoenzimdir (5). CA-IX ve CA-
XII ise hipoksi ile indiiklenen, tedaviye yanit ve kanser siireci ile iliskili olan Kritik
stireclerde yer alan bir¢ok tiimorde yiiksek eksprese edilen tiimor iliskili proteinlerdir
(6). CA’larin gesitli fizyolojik siireclerdeki Onemli rolleri gosterilmis ve bu
enzimlerin anormal diizeyinin veya aktivitesinin farkli insan hastaliklar1 ile olan

iliskisi ortaya konulmustur (7).

CA izoenzimleri inhibitdr ve aktivatorlerin sentezinde ilgi c¢ekici hedefler
olmuslardir (90). CA inhibisyonu i¢in bugiine kadar bir¢ok aromatik siilfonamid
sentezlendi ve arastirildi. Bunlarin i¢inde en genel ve en 1yi karakterize edilmis olan
inhibitérler aromatik hidrokarbonlarin tlirevleri olan benzensiilfonamidlerdir

(10,101).

Kromonlar ise heterosiklik bilesikler iceren dogal olarak oksijen barindiran
gruptur. Bitki kingdomlarinda genis sekilde yayilir ve antosiyanin ve flavonoidler
gibi Oonemli bilesiklerin temel yapisini olusturur. Kromonlar, antimikrobiyal,

antioksidan, antitimér ve antiviral aktiviteleri ile bilinirler (108).

Supuran ve ekibinin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, siilfanilamid,
homosiilfanilamid, 4-aminoetil-benzensiilfonamid, pirimidinil-siibstitiie siilfanilamid
tirevi, siilfaguanidin ve 4-amino-6-triflorometil-benzen-1,3-disiilfonamid  gibi
aromatik siilfonamidler ile 3-formil-kromon veya 6-metil-3-formil-kromonun
reaksiyonlar1 ile hazirlanan bir seri bilesigin, sitozolik izoenzimler CA-I, CA-1l ve
transmembran tiimor iliskili izoenzimler CA-1X, CA-XII iizerine inhibisyon etkileri
incelenmigtir. Stilfaguanidin-tiirevi bilesikler disinda diger siilfonamidlerin ve metal

komplekslerinin farkli inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edimistir. Bu ¢alismanin
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verilerine gore, CA-I izoenzimine karsi, inhibisyon sabitleri 13—100 nM araliginda
iken, CA-1I izoenzimine kars1 inhibisyon sabitleri 1.9-102 nM araligindadir. CA-IX
ve CA-XII izoenzimlerine karsi ise inhibisyon sabitleri sirasi ile, 6.3—-48 nM ve 5.9—
50 nM araliginda oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, formil-kromon tiirevi
bilesiklerin, 6-metil-kromon tiirevlerine kiyasla daha iyi CAI’ler oldugunu ve bu
bilesiklerden bazilarinin CA-1X ve CA-XII’nin ¢ogunlukla yiiksek eksprese oldugu
hipoksik tiimorleri hedefleyen tedavilerin gelistirilmesi i¢in uygunlugu belirtilmistir

(115).

2011 yilinda yapilan diger bir ¢aligmada, kromon parcalarini iceren yeni
sentezlenmis siilfonamidlerin sigir CA (bCA)’ya karst inhibisyon etkisine
bakilmigtir. Tiim bilesiklerin aktif oldugu ve cok iyi bCAI aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Calismada, 6-floro-3-formilkromonlardan elde edilen bilesiklerin en

aktif oldugu bulunmustur (116).

Supuran ve grubunun 2012 yilinda yaptigi bagka bir calismada ise, 3-
formilkromon pargalar1 i¢eren siilfonamid tiirevlerinin bir serisinin, hCA-1, hCA-I1I
ve hCA-IV izoenzimlerine karsi inhibisyon etkisi arastirtlmis ve bu siilfonamid
tiirevlerinin s6z konusu izoenzimlere karsi gliclii inhibisyon etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bu tip molekiillerin diger izoenzimlere karsi yeni etkili CAl’lerin kesfi

icin yol gosterici olabilecegi belirtilmistir (117).

2013 yilinda ise, kromon yapist iceren flavonoidler ile yapilan bir ¢alismada,
kuersetin, katesin, apigenin, luteolin ve moren gibi flavonoidlerin CA izoenzimlerine
kars1 inhibitor etkisi arastirilmistir. Bu inhibitérler, insandan saflastirilan hCA I, hCA
I, hCA IV ve sigirdan saflastirilan bCA 111 izoenzimlerine karsi test edilmistir.
Substrat olarak 4-nitrofenil asetatin kullanildigi esteraz aktivitesi ile yapilan
inhibisyon deneylerine gore, fenol kisimlarmi igeren flavonoidler, farkli
inhibisyonlar gostermistir ancak klasik siilfonamid ve siilfamat inhibitorleri ile

karsilastirildiginda inhibisyon mekanizmalari heniiz belirlenememistir (118).

S6z konusu calismamizda, daha 6nce yapilmis ¢aligmalardan farkli olarak,
tiyazolinon veya imidazolinon halkalar1 ile kromon yapisina baglanmis olan primer

ya da sekonder yapidaki benzensiilfonamid bilesiklerinin hem sitozolik CA-1 ve CA-
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I hem de tiimdr iligkili CA-1X ve CA-XII izoenzimleri iizerine inhibisyon etkileri
Stopped-flow aleti ile incelenmis ve bazi KTS bilesiklerinin CA-1X ve CA-XII

izoenzimleri iizerine segicilik gosterdigi belirlenmistir.

Substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak degisik bilesik
konsantrasyonlarinda yiizde aktiviteleri belirlenip, %50 inhibisyona sebep olan
bilesik konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Ozellikle tiimér-iliskili CA-1X ve CA-XII
izoenzimlerinin aktivitelerinin diisiik olmas1 sebebiyle oldukca hassas olan Stopped-
flow aleti tercih edilmistir. 12 adet KTS bilesiginin CA-1, CA-Il, CA-1X ve CA-XII
izoenzimleri iizerindeki Isp ve Ki degerleri hesaplanmistir. CA izoenzimlerinin
inhibisyon degerleri karsilastirmali olarak Tablo 5.1 ve Tablo 5.2°de verilmistir.
(115). KTS tiirevi olan bilesiklerin CA izoenzimleri {izerindeki inhibisyon etkilerinin

dagilimlan Sekil 5.1°de 6zet olarak gosterilmektedir.

Tablo 5.1. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-I, CA-11, CA-1X ve CA-XII izoenzimleri

tizerinde gozlenen Iso degerleri.

Izoenzimler ve Iso Degerleri M (umol/L)
Bilesﬂde'fr”ﬂm'er CA-1 (10 M) |CA-11 (107 M) |CA-I1X (107 M) |CA-XII (107 M)
3b >10 >10 4911 3.606
3d >10 >10 7.401 0.674
3e >10 >10 4.101 0.194
3f >10 >10 3.300 0.528
4a 0.505 0.382 6.129 0.039
4b >10 >10 6.609 0.091
AZA-I 0.091 0.019 5.150 0.048
7a 0.423 0.093 5.145 0.092
7c >10 >10 18.170 1.024
7f >10 7.425 11 3.298
10a 8.430 0.525 8.312 0.047
10b >10 7.756 8.491 0.088
11a >10 5.036 6.636 0.056
AZA-1I 0.233 0.083 10.290 0.052
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Tablo 5.2. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA-1, CA-1l, CA-IX ve CA-XII izoenzimleri

tizerinde gdzlenen K; degerleri.

Ki degerleri (nM)*

Bilesik CAl CAIl CAIX CAXIlI
3b >10000 | >10000 23.84 424.04
3d >10000 | >10000 37.62 79.35
3e >10000 | >10000 19.91 22.88
3f >10000 | >10000 20.93 62.02
4a 965.03 370.02 29.75 4.54
4b >10000 | >10000 32.09 10.76
7a 398.78 12.95 14.26 9.91
7c >10000 | >10000 24.74 85.83
7f >10000 | 1064.56 25.58 546.55
10a 8003.15 75.22 23.04 5.23
10b >10000 | 1112.0 25.24 9.71
1la >10000 | 722.05 18.39 6.24

AZA 250.00 12.00 25.00 5.70

*Stopped-flow teknigi ile 3 farkli deney yapilmigtir. (£5-%10 araliginda hata pay1 vardir.)
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Sekil 5.1. KTS tiirevi olan bilesiklerin CA izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkilerinin

dagilimlar
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Calismamizda inhibitor etkisini inceledigimiz bilesikler, “=CH-N-" veya
“-CH2NH-" gibi kiicliik spacer gruplar ile ayrilan kromon ve siilfonamid
farmakoforlarini igerir. 3b, 3d, 3¢, 3f ve 4a, 4b bilesiklerinin heterosiklik tiyazolinon
veya imidazolinon halkalar1 igeren 7a, 7c, 7f, 10a, 10b ve 1la bilesiklerinden daha
etkilidir.

KTS bilesiklerinin etkisi incelendiginde, serbest siilfamil grubu igeren
siilffonamid farmakoforlarinin (primer siilfonamid) en aktif bilesikler oldugu
goriilmektedir. Inhibisyon etkisi incelenen serbest siilfomoil gruplaria sahip 4a, 7a,

10a ve 11a bilesikleri diger bilesiklerden daha gii¢lii inhibisyon etki gostermistir.

Inhibitérler, CA-l1 ve CA-II’ye kars1 ya hi¢ aktivite gdstermemis ya da ¢ok
zayif derecede inhibisyon etki gostermistir. Sadece 7a bilesigi CA-1I"ye kars1 yiiksek
derecede inhibisyon etki gostermistir (CA-11, Ki=12.95 nM).

CA-IX izoenzimini, 3b, 3e, 3f, 7a, 10a ve 11a bilesikleri AZA’nin etkisinin
tizerinde yiiksek derecede inhibe etmistir. (Kij=14.3-23.8) Bilesiklerin geri kalanlar1
ise AZA’dan ya daha az etkili ya da AZA ile esit seviyede inhibisyon etki

gostermistir.

CA-XII izoenzimine kars1 sadece 4a ve 10a bilesikleri AZA’dan ¢ok az
diizeyde yiiksek aktivite gostermistir. (sira ile, Ki=4.5 ve 5.2 nM). 4b, 7a, 10b ve 11a
(Ki=6.2-10.8 nM) bilesikleri de CA-XII’ye kars1 diisiik inhibisyon etki gostermistir.

Sonug olarak ¢alismamizda, en etkin inhibitorler olarak, CA-IX i¢in 7a ve 11a

(sira ile, Ki=14.26 ve 18.39 nM) , CA-XII i¢in ise 4a ve 10a (sira ile, Ki=4.54 ve
5.23 nM) tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sitozolik CA-1 ve CA-II izoenzimleri iizerinde yeni sentezlenmis on iki adet

KTS bilesiginin in vitro olarak inhibisyon etkisi arastirilmistir.

Transmembran timor iligkili CA-1X ve CA-XII izoenzimleri iizerinde yeni
sentezlenmis on iki adet KTS bilesiginin in vitro olarak inhibisyon etkisi

arastirilmistir.
Klasik CAl olan Asetazolamid kontrol grubu olarak kullanilmustir.

Inhibisyon deneyleri sonucunda serbest siilfamil grubu iceren siilfonamid
farmakoforlarinin ~ (primer siilfonamid) en aktif bilesikler oldugu

goriilmektedir.

Inhibisyon deneyleri sonucunda, CA-II’ye kars1 yiiksek derecede inhibisyon
etki gosteren 7a bilesigi disinda (CA-Il, Ki=12.95 nM) higbir bilesigin
sitozolik CA-I ve CA-ITI’ye karsi inhibisyon etki gostermedigi goriilmiistiir.

Inhibisyon deneyleri sonucunda, tiimor iliskili CA-IX ig¢in 7a ve 1la
bilesikleri, timor iligkili CA-XII i¢in ise 4a ve 10a bilesikleri en etkin
bilesikler olmustur. CA-IX i¢in kinetik degerler, 7a ve 1la bilesikleri i¢in
sirasiyla Ki= 14.26 nM ve Ki= 18.39 nM’dir. CA-XII i¢in kinetik degerler, 4a
ve 10a bilesikleri i¢in sirasiyla Ki= 4.54 nM ve Ki= 5.23 nM’dur.

7a ve 1lla bilesiklerinin CA-IX iizerinde en etkin sekilde inhibisyon
gostermesi, kanser tedavisinin hipoksi ile iligkili yolaklarinda bu bilesiklerin
inhibisyon etkisinin kullanilmaya aday oldugunu gdstermektedir. S6z konusu
bilesiklerin gii¢lii inhibisyon etki gostermeleri pre-klinik caligmalar i¢in umut

verici bir sonu¢ olmustur.
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v' Tumoér iliskili CA-IX ve CA-XII izoenzimleri i¢in segicilik gdsteren
bilesiklerin  baz1 klinik uygulamalarda tedavilere yeni yaklagimlar

getirebilecegi diistintilmektedir.

v Kromon farmakoforlarini igeren bilesiklerin sentezi, yasayan organizmalarda
timor iligkili CA’larin kanser spesifik yolaklarinin incelenmesi ve kanser
hiicre hatlarinda bu enzimlerin tiimor siirecine katkisinin goriilmesi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

v" Kromon farmakoforlarini igeren bilesiklerin inhibisyon etkisinin giiglii
olmasi, kromon temelli inhibitorlerin gelistirilmesi ve bu inhibitorlerin test
edilmesi klinik a¢idan olduk¢a 6nemlidir. Clinkii fotoaktif 6zellik tasimalari
ve floresans Ozellik gosteren bilesikler olmalarindan dolayr 6zellikle kanser
hiicre hatlarinda kromon yapis1 iceren CAl’lerin kullanilmasi, hiicre

hatlarinin goriintiilenmesi siirecinde oldukga énemlidir.

79



. KAYNAKLAR

. Mine Inal, Enzimler, I¢inde: Lehninger Biyokimya’nimn ilkeleri, Nedret
Kilig, Lehninger Principles of Biochemistry, Nelson DL, Cox MM, 3.
Baski, Ankara, Palme Yayinlari, 2005: 243-293.

. Keha E.E, Kiifrevioglu O.. Biyokimya. Aktif Yaymevi, Istanbul,
2005:91-95.

. Chegwidden WR, Carter, ND. Introduction to the carbonic anhydrases,
EXS, 2000, (90):13-28.

. Supuran CT, Scozzafava A. Carbonic anhydrases as targets for medicinal
chemistry, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2007, 15(13):4336-50.

. Tashian RE, Hewett-Emmett D, Goodman N. On the evolution and
genetics of carbonic anhydrases I, 11, and 11, Isozymes: Current Topics in
Biological and Medicinal Research, 1983, 7:79-100.

Monti SM, Supuran CT, De Simone G. Anticancer carbonic anhydrase
inhibitors: a patent review (2008-2013), Expert Opinion on Therapeutic.
Patents, 2013, 23(6):737-49.

. Supuran CT. Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for
inhibitors and activators, Nature Reviews Drug Discovery, 2008,
7(2):168-81.

. Winum JY, Supuran CT. Recent advances in the discovery of zinc-
binding motifs fort he development of carbonic anhydrase inhibitors,
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2015, 30(2):321-
4.

. Supuran CT, Scozzafava A, Casini A, Carbonic Anhydrase Inhibitors,
Medicinal Research Reviews, 2003, 23(2):146-89.

80


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18167490
http://informahealthcare.com/loi/enz

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Alterio V, Di Fiore A, D’Ambrosio K, Supuran CT, De Simone G.
Multiple binding modes of inhibitors to carbonic anhydrases: how to
design specific drugs targeting 15 different isoforms?, Chemical Reviews,
2012, 112(8):4421-68.

Aggarwal M, McKenna R. Update on carbonic anhydrase inhibitors: a
patent review (2008-2011), Expert Opin. Ther. Patents, 2012, 22(8):903-
915.

Supuran CT. Structure-based drug discovery of carbonic anhydrase
Inhibitors, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2012,
27(6): 759-772.

Pecorino L, Molecular Biology of Cancer, Mechanism, Targets and
Therapeutics, 3rd ed. Oxford, 2012:1-16.

Smith C, Marks AD, Lieberman M, ikinci Baski, Mark’s Temel Tibbi
Biyokimyasi Klinik Yaklagim, Giines Tip, 2007:317-336.

http://science.education.nih.gov/supplements/nih1/cancer/guide/understan
dingl.html.11 Haziran 2015.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC, Robbins and Cotran Pathologic Basic Of
Disease, 9th ed., Elsevier, 2015:282-312.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of Cancer: The Next Generation,
Cell, 2011, 144(5):646-74.

Karahasanoglu H. Resveratroliin Kanser Tedavisindeki Yeri ve Onemi,
Saglik Bilimleri Enstitiisli, Farmakoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans

Tezi, Ankara: Gazi Universitesi, 2013.

Kayaalp O. Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi1 Farmakoloji, Kanser
Kemoterapisinin Esaslari ve Antineoplastik Ilaglar, 2.cilt, Istanbul,

Pelikan Yayincilik, 2009: 317-343.

81



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

Washington CM, Leaver DT. In: Eatmon S (eds), Principles and Practice
of Radiation Therapy, 4th ed., Washington, Elsevier, 2015:1-20.

Riether C, Schiirch C, Ochsenbein AF. From "magic bullets" to specific
cancer immunotherapy, Swiss Medical Weekly, 2013, 143:w13734.

Baskin Y, Calibast G. Kanser Hastalarinda Farmakogenetik Uygulamalari
ve Farmakoekonomi, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 2011,
68(3):152-164.

Huang RS, Ratain MJ. Pharmacogenetics and Pharmacogenomics of
Anticancer Agents, A Cancer Journal for Clinicians, 2009, 59(1):42-55.

Jain RK, Sharma P. Targeting Cancer Pathways: The Tumor
Microenvironment, Science, 2015, 347(6222):680.

Byrne MB, Leslie MT, Gaskins HR, Kenis PJ. Methods to study the
tumor microenvironment under controlled oxygen conditions, Trends in
Biotechnology, 2014, 32(11):556-63.

Hanna E, Quick J, Libutti SK. The tumour microenvironment: a novel

target for cancer therapy, Oral Diseases, 2009, 15(1):8-17.

Weber CE, Kuo PC. The tumor microenvironment, Surgical Oncology,
2012, 21(3):172-7.

Chiche J, llc K, Brahimi-Horn MC, Pouysségur J. Membrane-bound
carbonic anhydrases are key pH regulators controlling tumor growth and

cell migration, Advances in Enzyme Regulation, 2010, 50(1):20-33.

Sedlakova O, Svastova E, Takacova M, Kopacek J, Pastorek J,
Pastorekova S.  Carbonic anhydrase IX, a hypoxia-induced catalytic
component of the pH regulating machinery in tumors, Frontiers in
Physiology, 2014, 4(400):1-14.

82


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.3322/(ISSN)1542-4863
http://www.sciencemag.org/search?author1=Rakesh+K.+Jain&sortspec=date&submit=Submit
http://www.sciencemag.org/search?author1=Padmanee+Sharma&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Methods+to+study+the+tumor+microenvironment+under+controlled+oxygen+conditions
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Methods+to+study+the+tumor+microenvironment+under+controlled+oxygen+conditions

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39

Neri D, Supuran CT. Interfering with pH regulation in tumours as a
therapeutic strategy, Nature Reviews Drug Discovery, 2011, 10(10):767-
77.

Kumar V, Gabrilovich DI. Hypoxia-inducible factors in regulation of
immune responses in tumour microenvironment, Immunology, 2014,
143(4):512-9.

Bertout JA, Patel SA, Simon MC. The impact of O, availability on human
cancer. Nature Reviews Cancer, 2008, 8(12):967-75.

Wykoff CC, Beasley NJ, Watson PH, Turner KJ, Pastorek J, Sibtain A,
Wilson GD, Turley H, Talks KL, Maxwell PH, Pugh CW, Ratcliffe PJ,
Harris AL. Hypoxia-inducible Expression of Tumor-associated Carbonic
Anhydrases, Cancer Research, 2000, 60(24):7075-83.

Ruan K, Song G, Ouyang G. Role of hypoxia in the hallmarks of human
cancer, Journal of Cellular Biochemistry, 2009, 107(6):1053-62.

Huang D, Li C, Zhang H. Hypoxia and cancer cell metabolism, Acta
Biochimica et Biophysica Sinica, 2014, 46(3):214-9.

Meijer TW, Kaanders JH, Span PN, Bussink J. Targeting hypoxia, HIF-1,
and tumor glucose metabolism to improve radiotherapy efficacy. Clinical
Cancer Research, 2012, 18(20):5585-5594.

Wilson WR, Hay MP. Targeting hypoxia in cancer therapy, Nature
Reviews Cancer, 2011, 11(6):393-410.

Zhang XY, Wang X, Sun SZ, Song Y, Yang MX, Qu X. Effect of
hypoxia inducible factor-1 alpha on vascular endothelial growthfactor
expression in human tongue squamous carcinoma cells (Tca8113) under
hypoxia, Zhonghua Kou Qiang Yi Xue Za Zhi, 2007, 42(12):747-9.

. Keith B, Johnson RS, Simon MC. HIFla and HIF2a: sibling rivalry in

hypoxic tumour growth and progression. Nature Reviews Cancer, 2011,
12(1):9-22.

83


http://www.abbs.info/
http://www.abbs.info/

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

Semenza GL. Targeting HIF-1 for cancer therapy, Nature Reviews
Cancer, 2003, 3(10):721-732.

Sasabe E, Yang Z, Ohno S, Yamamoto T. Reactive oxygen species
produced by the knockdown of manganese—superoxide dismutase up-
regulate hypoxia-inducible factor-lalpha expression in oral squamous cell
carcinoma cells, Free Radical Biology & Medicine, 2010, 48(10)1321-
1329.

Lindskog, S, Coleman JE. The catalytic mechanism of carbonic
anhydrase. Proceedings of the National Academy of Sciences, 1973,
70(9):2505-8.

Gilmour KM. Perspectives on carbonic anhydrase, Comparative
Biochemistry and Physiology, 2010, 157(3):193-7.

Meldrum NU, Roughton, FJ. Carbonic anhydrase. Its preparation and
properties, The Journal of Physiology, 1933, 80(2):113-42.

Bradfield JR. Plant carbonic anhydrase, Nature, 1947, 159(4040):467.

Smith KS, Ferry, JG. Prokaryotic carbonic anhydrases, FEMS
Microbiology Reviews, 2000, 24(4):335-366.

Akimcioglu A, Akincioglu H, Giilgin Ilhami, Durdagi S, Supuran CT,
Goksu S. Discovery of potent carbonic anhydrase and acetylcholine
esterase inhibitors: Novel sulfamoylcarbamates and sulfamides derived
from acetophenones, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2015,
23(13):3592-602.

Del Prete S, Vullo D, Fisher GM, Andrews KT, Poulsen SA, Capasso C,
Supuran CT, Discovery of a new family of carbonic anhydrases in the
malaria pathogen Plasmodium falciparum - The n-carbonic anhydrases,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2014, 24(18):4389-96.

84



49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

Xu Y, Feng L, Jeffrey PD, Shi Y, Morel FM. Structure and metal
exchange in the cadmium carbonic anhydrase of marine diatoms, Nature,
2008, 452(7183):56-61.

Thiry A, Dogné JM, Masereel B, Supuran CT. Targeting tumor-associated
carbonic anhydrase IX in cancer therapy, Trends in Pharmacological
Sciences, 2006, 27(11):566-73.

Imtaiyaz Hassan M, Shajee B, Waheed A, Ahmad F, Sly WS, Structure,
function and applications of carbonic anhydrase isozymes, Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 2013, 21(6):1570-82.

Lindskog S. Structure and mechanism of carbonic anhydrase.
Pharmacology & Therapeutics, 1997, 74(1):1-20.

Bernadat G, Supuran CT, lorga BI, Carbonic anhydrase binding site
parameterization in OPLS-AA force field, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2013, 21(6):1427-30.

Aggarwal M, Kondeti B, McKenna R. Insights towards sulfonamide drug
specificity in a-carbonic anhydrases, Bioorganic & Medicinal Chemistry,
2013, 21(6):1526-33.

Domsic JF, Avvaru, BS, Kim CU, Gruner SM, Agbandje-McKenna M,
Silverman DN, McKenna R. The Journal of Biological Chemistry, 2008,
283(45):30766-71.

Alvarez BV, Quon AL, Mullen J, Casey JR. Quantification of carbonic
anhydrase gene expression in ventricle of hypertrophic and failing human
heart, BMC Cardiovascular Disorders, 2013, 13:2.

Carta F, Supuran CT. Diuretics with carbonic anhydrase inhibitory action:
a patent and literature review (2005-2013), Expert Opinion on
Therapeutic Patents, 2013, 23(6):681-91.

85



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Supuran CT. Carbonic anhydrase inhibitors and activators for novel
therapeutic applications, Future Medicinal Chemistry, 2011, 3(9):1165-
80.

CALl carbonic anhydrase I. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/759. 22
Haziran 2015.

Puscas |, Coltau M, Domuta G, Baican M, Puscas C,Pasca R.
Carbonic anhydrase | inhibition by nitric oxide: implications for mediatio

nof the hypercapnia-induced vasodilator  response, Clinical and
Experimental Pharmacology & Physiology, 2000, 27(1-2):95-9.

Takakura M, Yokomizo A, Tanaka Y, Kobayashi M, Jung G, Banno M,
Sakuma T, Imada K, Oda Y, Kamita M, Honda K, Yamada T, Naito S,
Ono M. Carbonic anhydrase | as a new plasma biomarker for prostate
cancer. ISNR Oncology, 2012, 2012:768190.

Fonti R, Latella G, Caprilli R, Frieri G, Marcheggiano A, Sambuy Y.
Carbonic anhydrase | reduction in colonic mucosa of patients with active

ulcerative colitis. Digestive Diseases and Sciences, 1998, 43(9):2086-92.

Gao BB, Clermont A, Rook S, Fonda, SJ, Srinivasan VJ, Wojtkowski M,
Fujimoto JG, Avery RL, Arrigg PG, Bursell SE, Aiello LP, Feener EP.
Nature Medicine, 2007, 13(2):181-8.

CA2 carbonic anydrase Il. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/760. 22
Haziran 2015.

Silverman DN, Mckenna R. Solvent-mediated proton transfer in catalysis
by carbonic anhydrase, Accounts of Chemical Research, 2007, 40(8):669-
75.

Tashian RE. Genetics of the mammalian carbonic anhydrases. Advances
in Genetics, 1992, 30:321-56.

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Puscas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coltau%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Domuta%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baican%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Puscas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pasca%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10696535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CARBONIC+ANHYDRASE+I+INHIBITION+BY+NITRIC+OXIDE%3A+IMPLICATIONS+FOR+MEDIATION+OF+THE+HYPERCAPNIA-INDUCED+VASODILATOR+RESPONSE
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CARBONIC+ANHYDRASE+I+INHIBITION+BY+NITRIC+OXIDE%3A+IMPLICATIONS+FOR+MEDIATION+OF+THE+HYPERCAPNIA-INDUCED+VASODILATOR+RESPONSE
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/760

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Wistrand PJ, Schenholm M, Lonnerholm G. Carbonic anhydrase
isoenzymes CA | and CA Il in the human eye, Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 1986, 27(3):419-28.

Yoshiura K, Nakaoka T, Nishishita T, Sato K, Yamamoto A, Shimada
S, Saida T, Kawakami Y, Takahashi TA, Fukuda H, Imajoh-Ohmi
S, Oyaizu N, Yamashita N. Carbonic anhydrase Il is a tumor vessel
endothelium-associated antigen targeted by dendritic cell therapy,
Clinical Cancer Research, 2005, 11(22):8201-7.

Haapasalo J, Nordfors K, Jarveld S, Bragge H, Rantala I, Parkkila AK,
Haapasalo H, Parkkila S. Carbonic anhydrase Il in the endothelium of
glial tumors: a potential target for therapy, Neuro-Oncology, 2007,
9(3):308-13.

Alterio V, Hilvo M, Di Fiore A, Supuran CT, Pan P, Parkkila S, Scaloni
A, Pastorek J, Pastorekova S, Pedone C, Scozzafava A, Monti SM, De
Simone G. Crystal structure of the catalytic domain of the tumor-
associated human carbonic anhydrase IX, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 2009, 106(38):16233-8.

Thiry A, Supuran CT, Masereel B, Dogné JM. Recent Developments of
Carbonic Anhydrase Inhibitors as Potential Anticancer Drugs, Journal of
Medicinal Chemistry, 2008, 51(11):3051-6.

Parkkila S, Rajaniemi H, Parkkila AK, Kivela J, Waheed A, Pastorekova
S, Pastorek J, Sly WS. Carbonic anhydrase inhibitdr suppresses invasion
of renal cancer cells in vitro, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 2000, 97(5):2220-4.

Opavsky R, Pastorekova S, Zelnik V, Gibadulinova A, Stanbridge
EJ, Zavada J, Kettmann R, Pastorek J. Human MN/CA9 gene, a novel
member of the carbonic anhydrase family: structure and exon to protein
domain relationships, Genomics, 1996, 33(3):480-7.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamamoto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawakami%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukuda%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imajoh-Ohmi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Imajoh-Ohmi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oyaizu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16299253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haapasalo%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17435181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17435181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Opavsk%C3%BD%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorekov%C3%A1%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeln%C3%ADk%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibadulinov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanbridge%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanbridge%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Z%C3%A1vada%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kettmann%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8661007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=71-%09Opavsky%C2%B4+%2C+R.%3B+Pastorekova%2C+S.%3B+Zelnik%2C+V.%3B+Gibadulinova%2C+A.%3B+Stanbridge%2C+E.+J.%3B+Zavada%2C+J.%3B+Kettmann%2C+R.%3B+Pastorek

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

CA9 carbonic anydrase IX. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/768. 22
Haziran 2015.

Csaderova L, Debreova M, Radvak P, Stano M, Vrestiakova M, Kopacek
J, Pastorekova S, Svastova E. The effect of carbonic anhydrase IX on
focal contacts during cell spreading and migration, Frontiers in
Physiology, 2013, 4:271.

Swietach P, Hulikova A, Vaughan-Jones RD, Harris AL. New insights
into the physiological role of carbonic anhydrase IX in tumour pH
regulation, Oncogene, 2010, 29(50):6509-21.

Svastova E, Hulikova A, Rafajova M, Zat'ovicova M, Gibadulinova
A, Casini A, Cecchi A, Scozzafava A, Supuran  CT, Pastorek
J, Pastorekova S. Hypoxia activates the capacity of tumor-associated
carbonic anhydrase 1X to acidify extracellular pH, FEBS Letters, 2004,
577(3):439-45.

Kroemer G, Pouyssegur J. Tumor cell metabolism: cancer's Achilles' heel.
Cancer Cell, 2008, 13(6):472-82.

Hoogsteen 1J, Marres HA, Wijffels KI, Rijken PF, Peters JP, van den
Hoogen FJ, Oosterwijk E, van der Kogel AJ, Kaanders JH.
Colocalization of carbonic anhydrase 9 expression and cell proliferation
in human head and neck squamous cell carcinoma, Clin Cancer Res.,
2005, 11(1):97-106.

De Simone G, Alterio V, Supuran CT. Exploiting the hydrophobic and
hydrophilic binding sites for designing carbonic anhydrase inhibitors,
Expert Opin Drug Discov., 2013, 8(7):793-810.

CA12 carbonic anydrase XII. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/771. 22
Haziran 2015.

Syrjanen L, Luukkaala T, Leppilampi M, Kallioinen M, Pastorekova
S, Pastorek J, Waheed A, Sly WS, Parkkila S, Karttunen T. Expression of

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csaderova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Debreova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radvak%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vrestiakova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kopacek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kopacek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorekova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Svastova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24101905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swietach%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20890298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hulikova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20890298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaughan-Jones%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20890298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20890298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Svastov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hul%C3%ADkov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rafajov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zat%27ovicov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibadulinov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibadulinov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scozzafava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorekov%C3%A1%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15556624
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroemer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18538731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pouyssegur%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18538731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guido+Kroemer+and+Jacques+Pouyssegur4%2C+Tumor+Cell+Metabolism%3A+Cancer%E2%80%99s
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoogsteen%20IJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marres%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wijffels%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rijken%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Simone%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23627619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alterio%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23627619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23627619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Exploiting+the+hydrophobic+andhydrophilic+binding+sites+for+designing+carbonic+anhydrase+inhibitors.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Syrj%C3%A4nen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luukkaala%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leppilampi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kallioinen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorekova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorekova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waheed%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sly%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karttunen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24698175

83.

84.

85.

86.

87.

88.

cancer-related carbonic anhydrase 1X and XII in normal skin neoplasms,
APMIS, 2014, 122(9):880-9.

Whittington DA, Waheed A, Ulmasov B, Shah GN, Grubb JH, Sly WS,
Christianson DW. Crystal structure of the dimeric extracellular domain of
human  carbonic anhydrase XII, a bitopic membrane protein
overexpressed in certain cancer tumor cells, Proceedings of the National
Academy of Sciences of The United States of America, 2001, 98(17):9545-
50.

Parkkila S, Parkkila AK, Saarnio J, Kivelda J, Karttunen TJ, Kaunisto
K, Waheed A, Sly WS, Tiireci O, Virtanen |, Rajaniemi H. Expression of
the membrane-associated carbonic anhydrase isozyme XII in the human
kidney and renal tumors, Journal of Histochemistry & Cytochemistry,
2000, 48(12):1601-8.

Kiveld A, Parkkila S, Saarnio J, Karttunen TJ, Kiveld J, Parkkila
AK, Waheed A, Sly WS, Grubb JH, Shah G, Tiireci O, Rajaniemi H.
Expression of a novel transmembrane carbonic anhydrase isozyme XlI in
normal human gut and colorectal tumors, The American Journal of
Pathology, 2000, 156(2):577-84.

Ivanov S, Liao SY, Ivanova A, Danilkovitch-Miagkova A, Tarasova
N, Weirich G, Merrill MJ, Proescholdt MA, Oldfield EH, Lee J, Zavada J,
Waheed A, Sly W,Lerman MI, Stanbridge EJ. Expression of hypoxia-
inducible cell-surface transmembrane carbonic anhydrases in human
cancer, The American Journal of Pathology, 2001, 158(3):905-19.

Wykoff CC, Beasley N, Watson PH, Campo L, Chia SK, English
R, Pastorek J, Sly WS, Ratcliffe P, Harris AL. Expression of the hypoxia-
inducible and tumor-associated carbonic anhydrases in ductal carcinoma
in situ of the breast, The American Journal of Pathology, 2001,
158(3):1011-9.

Ozensoy O. Kanser iliskili Karbonik Anhidraz IX ve XII izoenzimlerinin
(CA-IX, CA-XII) Ekspresyonu, Saflastirilmasi1 ve Bazi Bilesiklere Karsi

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whittington%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11493685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waheed%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11493685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulmasov%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11493685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20GN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11493685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grubb%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11493685
http://www.pnas.org/
http://www.pnas.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saarnio%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kivel%C3%A4%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karttunen%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaunisto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaunisto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waheed%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sly%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%BCreci%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Virtanen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajaniemi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11101628
http://jhc.sagepub.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kivel%C3%A4%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saarnio%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karttunen%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kivel%C3%A4%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parkkila%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waheed%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sly%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grubb%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shah%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%BCreci%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajaniemi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10666387
http://ajp.amjpathol.org/
http://ajp.amjpathol.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ivanov%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liao%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ivanova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarasova%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarasova%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weirich%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Merrill%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proescholdt%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oldfield%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zavada%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waheed%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sly%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lerman%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanbridge%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238039
http://ajp.amjpathol.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wykoff%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beasley%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watson%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chia%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=English%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=English%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastorek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11238049
http://ajp.amjpathol.org/

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

Inhibisyon Etkilerinin Arastirilmasi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya

Anabilim Dali, Doktora Tezi, Balikesir: Balikesir Universitesi, 2006.

Arslan O. Glaucoma Tedavisinde Kullanilmaya Aday Karbonik Anhidraz
Inhibitdrlarinin Sentezi ve Inhibisyon Etkilerinin Arastirilmasi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi, Erzurum:

Atatiirk Universitesi, 1994.

Sethi KK, Verma SM, Tan¢ M, Carta F, Supuran CT. Carbonic anhydrase
inhibitors: Synthesis and inhibition of the cytosolic mammalian carbonic
anhydraseisoforms I, 1l and VIl with benzene sulfonamides incorporating
4,5,6,7-tetrachlorophthalimide  moiety, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2013, 21(17):5168-74.

Brynda J, Mader P, Sicha V, Fabry M, Poncova K, Bakardiev M, Griiner
B, Cigler P, Rezatova P. Carborane-based carbonic anhydrase inhibitors,
Angewandte Chemie International Edition, 2013, 52(51):13760-3.

Supuran CT. Carbonic anhydrase inhibitors: an editorial, Expert Opinion
on Therapeutic Patents, 2013, 23(6):677-9.

Doganay S, Firat PG, Karbonik Anhidraz Inhibitorleri, Glo-Kat, 2007,
2:213-218.

Taskesen M, Glokom Tedavisinde Kullanilan Yeni Karbonik Anhidraz
Inhibitérleri Sentezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dals,

Yiiksek Lisans Tezi, Sanlurfa: Harran Universitesi, 2002.

Carta F, Scozzafava A, Supuran CT. Sulfonamides: a patent review
(2008-2012), Expert Opinion on Therapeutic Patents, 2012, 22(7):747-
758.

Amundsen LH. Sulfanilamide and Related Chemotherapeutic Agents,
Journal of Chemical Education, 1942, 19 (4),167-17.

Mann T, Keilin D. Sulphanilamide as a Spesific Inhibitor of Carbonic
Anhydrase, Nature, 1940, 146, 164-165.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23867389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%C3%A7%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23867389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carta%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23867389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23867389
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brynda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mader%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%A0%C3%ADcha%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%C3%A1bry%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poncov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakardiev%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gr%C3%BCner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gr%C3%BCner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=C%C3%ADgler%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C5%98ez%C3%A1%C4%8Dov%C3%A1%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24307504
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1521-3773
http://informahealthcare.com/loi/etp
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Amundsen%2C+Lawrence+H.

98. DeRuiter J. Carboxylic Acid Structure and Chemistry: Part 1.
http://www.auburn.edu/~deruija/pdal_acidsl.pdf. 26 Haziran 2015.

99. Moeker J, Peat TS, Bornaghi LF, Vullo D, Supuran CT, Poulsen SA.
Cyclic secondary sulfonamides: unusually good inhibitors of cancer-
related carbonic anhydrase enzymes, Journal of Medicinal Chemistry,
2014, 57(8):3522-31.

100.Alp C, Maresca A, Alp NA, Giiltekin MS, Ekinci D, Scozzafava
A, Supuran CT. Secondary/tertiary benzenesulfonamides with inhibitory
action against the cytosolic human carbonic anhydrase isoforms I and 11,
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2013, 28(2):294-
8.

101.Arun Bahl, BS Bahl. Advanced Organic Chemistry, Revised Multicolour
Edition, Ram Nagar, New Delhi, Chand & Company, 2010: 1068-1091.

102.Akdemir A, Giizel-Akdemir O, Scozzafava A, Capasso C, Supuran CT.
Inhibition of tumor-associated human carbonic anhydrase isozymes 1X
and XIlI by a new class of substituted-phenylacetamido aromatic
sulfonamides, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2013, 21(17):5228-
32.

103.Edwards AM, Howell JB. The chromones: history, chemistry and clinical
development. A tribute to the work of Dr R. E. C. Altounyan, Clinical &
Experimental Allergy, 2000, 30(6):756-74.

104.Dyrager C. Design And Synthesis Of Chalcone And Chromone
Derivatives As Novel Anticancer Agents, Kimya Anabilim Dali,

Goteborg: Gothenburg Universitesi, Doktora Tezi, 2012.

105.Huang W, Liu MZ, Li Y, Tan Y, Yang GF. Design, syntheses, and
antitumor activity of novel chromone and aurone derivatives, Bioorganic
& Medicinal Chemistry, 2007, 15(15):5191-7.

91


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moeker%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peat%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bornaghi%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vullo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poulsen%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24689792
http://pubs.acs.org/journal/jmcmar
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alp%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maresca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alp%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCltekin%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ekinci%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scozzafava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scozzafava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22380772
http://informahealthcare.com/loi/enz
https://www.google.com.tr/search?hl=tr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Arun+Bahl%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akdemir%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCzel-Akdemir%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scozzafava%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capasso%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Supuran%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23842519
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edwards%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10848895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howell%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10848895
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2222
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1365-2222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20MZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17524655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17524655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17524655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17524655
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896

106.Matos MAR, Sousa CCS, Miranda MS, Morais VMF, Liebman JF,
Energetics of Coumarin and Chromone, The Journal of Physical
Chemistry, 2009, 113(32): 11216-11221.

107.Kaur R, Taheam N, Sharma AK, Kharb R, Important Advances on
Antiviral Profile of Chromone Derivatives, Research Journal of

Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences, 2013, 4(2): 79-96.

108.Ceylan-Unliisoy M. Antidiyabetik Etkili Yeni Bazi Kromonil-
Tiyazolidindion Tiirevleri Uzerinde Arastirmalar, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Farmasotik Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi, Ankara:

Ankara Universitesi, 2009.

109.Stopped-Flow. http://thelab.photophysics.com/stopped-flow/stopped-
flow-spectroscopy-a-beginners-guide-ii/. 26 Temmuz 2015.

110.Stopped-Flow.
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/uv75.pdf. 26 Temmuz
2015.

111.Schematic layout of the single mixing mode used in the stopped-Flow.
http://www.photophysics.com/tutorials/stopped-flow-spectrometry/1-

understanding-stopped-flow. 26 Temmuz 2015.

112.Stopped-Flow Instrument. http://www.photophysics.com/products/sx20-

stopped-flow-spectrometer. 26 Temmuz 2015.

113.Stopped-Flow  Instrument.  http://thelab.photophysics.com/stopped-

flow/stopped-flow-spectroscopy-a-beginners-guide/. 26 Temmuz 2015.

114.Stopped-Flow Instrument area of utilization.
http://www.photophysics.com/tutorials/stopped-flow-spectroscopy. 26
Temmuz 2015.

115.Puccetti L, Fasolis G, Vullo D, Chohan ZH, Scozzafava A, Supuran CT.
Carbonic anhydrase inhibitors. Inhibition of cytosolic/tumor-associated

carbonic anhydrase isozymes I, Il, 1X, and XII with Schiff s bases

92


http://pubs.acs.org/journal/jpcafh
http://pubs.acs.org/journal/jpcafh
http://thelab.photophysics.com/stopped-flow/stopped-flow-spectroscopy-a-beginners-guide-ii/
http://thelab.photophysics.com/stopped-flow/stopped-flow-spectroscopy-a-beginners-guide-ii/
http://www.photophysics.com/tutorials/stopped-flow-spectrometry/1-understanding-stopped-flow
http://www.photophysics.com/tutorials/stopped-flow-spectrometry/1-understanding-stopped-flow
http://www.photophysics.com/products/sx20-stopped-flow-spectrometer
http://www.photophysics.com/products/sx20-stopped-flow-spectrometer
http://www.photophysics.com/tutorials/stopped-flow-spectroscopy

incorporating chromone and aromatic sulfonamide moieties, and their
zinc complexes, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2005,
15(12):3096-101.

116.Al-Rashida M, Ashraf M, Hussain B, Nagra SA, Abbas G. Discovery of
new chromone containing sulfonamides as potent inhibitors of bovine
cytosolic carbonic anhydrase, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2011,
19(11):3367-71.

117.Ekinci D, Al-Rashida M, Abbas G, Sentiirk M, Supuran CT. Chromone
containing sulfonamides as potent carbonic anhydrase inhibitors, Journal
of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2012, 27(5): 744-747.

118.Ekinci D, Karagoéz L, Ekinci D, Sentiitk M, Supuran CT. Carbonic
anhydrase inhibitors: in vitro inhibition of o isoforms (hCA I, hCA I,
bCA llII, hCA 1V) by flavonoids, Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 2013, 28(2): 283-288.
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8. EKLER

EK-1. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Fonksiyonlar1 ve Ekspresyon Bolgeleri (51)

izoenzimler Fonksiyonlar: Ekpresyon Bolgeleri
Antirefli gigimi TP . Lo
CA-I firelil savunma, gaz degigimi Sindirim sistemi ve eritrositler
Ve 1yon transportu
Antireflii savunma, kemik rezorpsiyonu, akoz
humor’un iiretimi, sperm hareketi, idrar .. .

o . Hemen hemen tiim hiicrelerde

CA-11 asidifikasyonu, serebrospinal siv1 sekresyonu
ve gaz degisimi
Insan embriyosunun iskelet kasinda
Antireflii savunma, yag asidi metabolizmasi, ve notokortta, miyotomlar ve
CA-111 okiiler s1v1 transportu ve homeostazis ekstremite tomurcuklarimin 6n

kaslarinda

Antireflii savunma, HCOj3™ rezorpsiyonu, NH4*
¢ikisi, pH diizenlenmesi, okiiler sivinin {iretimi,

Gastrointestinal sistem, bobrek,
endotelyum, pankras, tiikkriik bezleri,

CA-IV gaz degisimi ve serebral kan akigt kalp kasi, goz, kolon
irvve kntbekelas s bikarbonat saflayan | Karacir,bbrek, pankrea
CA-VA P mi tokonc;;riyal enzim gy adaciklar ve beta hiicreleri
Biyosentetik reaksiyonlar ve amonyagin Pankreas, bobrek, titkrik bezleri,
CA-VB detoksifikasyonu spinal kord_, kalp, iskelet kas1 ve
gastrointestinal mukoza
CA-VI pH diizenlenmesi, antireflii savunma, Tiikiiriik, gézyas1 ve siit, nazal,
karsinojenlerden koruma, tat fonksiyonu lakrimal, von Ebner ve meme bezi
CA-VII Serebrospinal s1v1 tiretimi Merkezi sinir sistemi
CARP-VIII Islevsiz Serebral Purkinje hiicreleri
pH diizenlenmesi, hiicre adezyonu, hiicre
CA-IX proliferasyonu ve farklilagsmasi, iyon taginmasi, | Normal gastrointestinal sistem, bir
testikiiler sivinin konsantrasyonu ve cok kanser, erkek atim kanali
asidifikasyonu
Myelin tabaka, kolorektal neoplazm
) ; . ylizey mikrovilisinde, merkezi sinir
CARP-X Islevsiz sistemi ve beyinde yiiksek
ekspresyon
Spinal kord ve tiroitte orta
CARP-XI Islevsiz ekpresyon, beyin ve merkezi sinir
sisteminde gii¢lii ekspresyon
pH diizenlenmesi, akdz humor’un tiretimi, Kolqn, bobrek_, prostat, bagirsak ve
A : + o aktive lenfositler, kanser, meme,
CA-XII HCOs" rezorpsiyonu, H* sekresyonu, testikiiler akciser o6z, erkek atim kanalii
stvinin konsantrasyonu ve asidifikasyonu getr g0z, .o
iiretim epiteli
Gastrointestinal sistem, lireme sistemi ve Timus. ince bairsak. dalak. prostat
CA-XI11 bobrekte asit-baz dengesinin onarimi ve pH ’ & ’ P ’
diizenlenmesi ovaryum, kolon ve testis
Yetiskin karaciger ve merkezi sinir
CA-XIV HCOs absorbsiyonu ve néronal iletimin gegisi sisteminin parcalarinda, kalp, ince

bagirsak, kolon, bobrek, sidik
torbasi, iskelet kas1 ve beyin
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;m]"“"\""“"d' '_'z'c';;:s“s"'d form overexpress isoforms of carbonic anhydrase (CA, EC 4.2.11) which is inhibited by sulfonamides. Most
arch

new sulfonamides showed weak inhibitory activity against the offtarget, cytosolic isoforms hCA I, 11 but
effectively inhibited the tumor-associated hCA X and XIL The most active com pounds featured a primary
S0,NH; group and were active in the low micromolar range against MCF-7 and A-549 cell lines. Com-
pound 4a showed IC5p of 0.72 and 0.50 pM against MCF-7 and A-549 cell lines, respectively, and was
further evaluated for its proapoptotic activity which proved enhanced in both tumor types.
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P3: SYNTHESIS, CARBONIC ANHYDRASE INHIBITION AND CYTOTOXIC ACTIVITY OF
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The carbonic anhydrases are widespread enzymes, present in all life kingdoms including
prokaryotes and eukaryotes. CA enzyme comprises six genetic families including; a, B, v, 6, ¢
and n-classes. 16 different a-CA isoenzymes were described in mammals which are located
different parts of the cell. hCA | and hCA Il are the target isoenzymes for anticonvulsant, diuretic
and anti-glaucoma drugs, among others. hCA IX and hCAXIl are tumour associated
isoenzymes. Due to clinical importance of CA isoenzymes, many classes of CA inhibitors have
been developed over the years.'™ In our current study, four series of sulfonamides incorporating
chromone moieties were tested for hCA |, hCA I, hCA IX and hCA Xll inhibition. Most of the new
sulfonamides compounds showed weak inhibitory activity against the off target cytosolic
isoforms hCA |, Il but effectively inhibited the tumor-associated hCA IX and XIl. The most active
compounds in inhibiting the enzyme were those featuring a primary SO:NH; group
Sulfonamides incorporating chromone moieties may be thus of interest for developing antitumor
agents with a new mechanism of action.*

' Supuran C.T. Nature Rev. Drug. Discov. 2008, 7, 181; ? Neri, D.; Supuran, C.T. Nature Rev. Drug. Discov. 2011 10
767: ° De Simone et al., Expert Opin. Drug Discov. 2013, 8, 793; “ Manuscript submitted for publication to Eur. J. Med
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