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OZET

Benzotiyazol Grubu iceren Siilfonamidlerin Tiimér Iliskili Karbonik Anhidraz
IX, XII (CA-IX, CA-XII) izoenzimleri ve Sitozolik Karbonik Anhidraz I, |1

(CA-1, CA-II) izoenzimleri Uzerine Spesifik Inhibisyon Etkilerinin incelenmesi

Karbonik anhidrazlar (CA, EC 4.2.1.1) metabolize dokular ve akcigerler
arasinda CO2 /HCOs" transport ve respirasyonu, pH ve CO2 homeostazisi, ¢esitli doku
ve organlarda elektrolit sekresyonu, biyosentetik reaksiyonlar (glukoneogenez,
lipogenez, lirogenez vb.), kemik yikimi, kalsifikasyon, tiimor gelisimi gibi pek ¢ok

fizyolojik ve patolojik siirecte gorev alirlar.

CA-1 ve CA-II memeli kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunan iki ana sitozolik CA
izoformudur. CA-1X ve CA-XII ise tumor iliskili-CA izoenzimleridir ve bu
izoenzimler ekstraselliiler asidifikasyonu tetikleyerek timor gelisimine katkida

bulunurlar.

Arastirmamizda yeni sentezlenmis olan benzotiyazol grubu iceren 14 adet
sekonder sulfonamid turevi CA inhibitortinin, CA-I, CA-I1, CA-1X, CA-XII uzerine
olan inhibisyon etkileri incelenmistir. Inhibisyon calismalar1 SX.18MV-R Applied
Photophysics Stopped-Flow Kinetik aleti ile yapilmistir. CA-1 ve CA-I1 icin en etkin
inhibisyonu gosteren bilesik AnA14 bilesigi olarak tespit edilmistir. AnAl4
bilesiginin inhibisyon degerleri CA-I ve CA-II i¢in sirastyla 8,11 ve 0,19 uM olarak
bulunmustur. Diger inhibitérler ise CA-1X ve CA-XII izoenzimleri Gzerinde CA-I ve

CA-II"ye gore daha etkili bir inhibisyon etkisi gostermistir.

Anahtar Kelimeler: CA-1, CA-ll, CA-IX, CA-XII, benzotiyazol, inhibisyon,

sulfonamid, timor



ABSTRACT

The Specific Inhibition Effects of Benzothiazole Sulfonamide Derivatives on
Tumor-Associated Carbonic Anhydrase 1X, XI1 (CA-1X, CA-XI1) Isoenzymes
and Cytosolic Carbonic Anhydrase I, Il (CA-1, CA-11) Isoenzymes

Carbonic anhydrases (CAs, EC 4.2.1.1) involved in respiration and transport
of COg/bicarbonate between metabolizing tissues and lungs, pH and CO:
homeostasis, electrolyte secretion in various tissues, biosynthetic reactions
(gluconeogenesis, lipogenesis, ureagenesis etc.), bone resorption, calcification,

tumorigenicity and many other physiologic or pathologic processes.

CA-1 and CAIl are two major cytosolic CA isoenzymes that found in
mammalian red blood cells. CA-IX and CA-XII are tumor associated isoenzymes
which have contribution to tumor development by stimulating extracellular

acidification.

This study deals with inhibition effects of new synthesized benzothiazole
sulfonamide derivatives on CA-I, CA-1l, CA-1X and CA-XII. All inhibition studies
were performed with SX.18MV-R Applied Photophysics Stopped-Flow Kinetic
Instrument. According to the findings of the study, AnAl4 is the most potent
inhibitor for CA-1 and CA-Il with the inhibition values 8,11 and 0,19 uM,
respectively. The other benzothiazole sulfonamide derivatives have great inhibition
effects for CA-IX and CA-XII isoenzymes.

Keywords: CA-1, CA-Il, CA-IX, CA-XII, benzothiazole, inhibition, sulfonamide,

tumor



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A : Angstrom

AZA - Asetazolamid

CA : Karbonik Anhidraz Enzimi
CA-I : Karbonik Anhidraz izoenzimi I
CA-II : Karbonik Anhidraz izoenzimi II

CA-IX :Karbonik Anhidraz Izoenzimi IX

CA-XIl :Karbonik Anhidraz izoenzimi XII

DMSO : Dimetilsilfoksit

DNA : Deoksiribontkleik Asit

EC : Enzim Kod Numarasi

ECM : Ekstraselltler Matriks

EU : Enzim Unitesi

hCA : Insan Karbonik Anhidraz Enzimi
HIF : Hipoksi Indiikleyici Faktor

HEPES : 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansilfonik asit
Iso 'Yiizde Elli Inhibisyona Sebep Olan Enzim Konsantrasyonu

pHe : Asidik ekstraselltler pH
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1. GIRIS

Kanser, anormal hiicrelerin kontrol disinda boéliindiigii ve viicudun diger
dokularini istila ettigi hastaliklar1 tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (1). Klasik
kanser tedavi yontemleri, antitimdr ajanlarin nonspesifik sistemik dagilimlari, timor
bolgesine ilacin yetersiz miktarda ulagmasi, tolore edilemeyen sitotoksisite, terapotik
cevaplar1 goriintiileyebilme yeteneginin sinirli olmast ve c¢oklu ilag direncinin
gelismesi gibi sorunlarla karsi karsiyadir (2). Tim bu engelleri asmak icin

gunimuizde hedefe yonelik terapiler olduk¢a 6nem kazanmustir.

Karbonik  anhidrazlar (CA, E.C.4.2.1.1), Kkarbondioksitin (CO>)
hidratasyonunu geri doniisiimlii olarak katalizleyen ¢inko (Zn*?) metalloenzim
ailesinin Oyelerinden biridir (3). Karbonik anhidraz enzimi biyolojik sistemler i¢in
oldukga 6nemlidir ve bir gok onemli fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonda gorev
alir. CA-IX ve XII izoenzimleri *nin tiimorlerdeki yiksek ekspresyonu, ekstraselliiler
alanin asidifikasyonu kolaylastirmasi ile invazyon siirecinde rol almasindan dolay1
potansiyel birer antikanser hedefidir ve bu izoformlar ila¢ dizayninda hedef olarak
kullanilmaktadirlar (4). Tiimor ilerlemesindeki rollerinden dolayi, CA-1X ve CA-
XIl’ye baglanip katalitik aktivitelerini inhibe eden molekiiller gelistirmek bir¢ok

calismada amacglanmustir (5).

Sullfonamid grubu, CA inhibisyonu Zn*? baglayic1 fonksiyonu igin kullanilan
en 6onemli ve en genig yapidir (6). Bir ¢ok siilfonamid bilesigi , CA-IX ve CA-XII
izoenzimleri ile ilgili olan segici CA inhibisyon aktivitesini bulmak igin
arastirilmaktadir (7). CA-1X ve CA-XII izoenzimlerine kars1 segici inhibisyon etkisi
gosteren ve kanser tedavisinde onlar1 hedefleyen siilfonamid tiirevleri gelistirmeye
yonelik calismalar devam etmekte ve bu inhibitorlerin klinikte kullaniminin uygun

hale getirilmesi amaglanmaktadir.

Arastirmamizda yeni bir inhibitér serisi olan benzotiyazol grubu iceren
stilfonamidlerin sitozolik CA izoenzimleri olan CA-I, CA-II ve timor iliskili CA

izoenzimleri olan CA-IX ve CA-XII iizerine olan inhibisyon etkileri incelenmis ve

1



bunlarin kanser tedavisine yonelik olarak CA-IX ve CA-XII'yi hedeflemede aday

molekdl olup olamayacaklar1 belirlenmeye ¢aligilmustir.

Elde edilecek sonuglarin kanser tedavisinde kullanilacak yeni ilaglarin
dizayn1 ve farmakolojik uygulamalari i¢in son derece onemli bir katki saglayacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, tek bir hastalik olmayip ortak 6zellikler paylasan iki yiizden fazla
hastalig1 kapsayan genel bir tabirdir (8). Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisii’
niin 2012 verilerine gore diinyada 14,1 milyon yeni kanser vakasi, 8,2 milyon
kansere bagli 6liim vakasi, 32,6 milyon kanser hastasi bulunmaktadir (9). Hcreler
DNA’da meydana gelen hasarlar ytzinden kanser htcresi olurlar. Normal hiicrelerde
DNA hasar gordiigii zaman hiicre ya onarilir ya da oliir. Kanser hiicrelerinde ise
DNA onarilmaz ve hiicre 6liimii goriilmez. Bunun yerine viicudun ihtiyaci olmayan

yeni hiicreler yapilir.

Kanserler, baslangi¢ yaslarina, biiylime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine
ve tedaviye verdikleri tepkilere gore cesitlilik gdstermektedirler. Buna ragmen tiim

kanserler molekiiler seviyede ortak karakteristik 6zellikler gosterirler.

Tiim kanser hiicreleri iki ortak temel 6zelligi paylasirlar:

1.Anormal hiicre biiyiimesi yada boliinmesi (hiicre ¢ogalmasi)

2.Hiicrelerin viicudun diger bdliimlerine yayilmasini ve istilasini (metastaz)

engelleyen normal sinirlardaki anormallikler.

Bu islevler, normal hiicrelerde uygun bir sekilde, zamaninda ve yerinde ifade
edilen genler tarafindan sikica denetlenmektedirler. Kanser hiicrelerinde bu genler ya

mutasyona ugrar ya da uygun olmayan bir sekilde ifade edilirler (10).

Kanser hiicrelerini tehlikeli yapan, denetlenemeyen hiicre c¢ogalmasi ve
metastatik yayillmanin kombinasyonudur. Bir hucre, hiicre biylmesi Uzerindeki
genetik kontroliinii kaybederse, ¢ok hiicreli bir y1gin, iyi huylu tiimér (benign tiimdr)
olabilir. Bu tip tiimdrler ameliyatla alinabilir ve genellikle ciddi bir hasara yol
acmazlar. Buna ragmen, eger tiimordeki hiicreler bu yapidan kurtulabilme, kan

dolasimina girebilme, diger dokular1 istila edebilme ve ikincil tiimorler



bicimlendirebilme yetisini ele gecirmisse kotli huylu tiimoér (malignant tiimor)
olurlar. Malignant tiimdrlerin tedavileri zordur ve hayati tehlike olusturabilirler (10)

(Sekil 2.1) .

Benign tumorler Malign tumaor hicreleri komsu
bolgesel yerlesim dokulan istila eder ve kan
gdsterir ve metastaz dolagimina girerek metastaz

yapmazlar yaparlar

Sekil 2.1. Benign ve malign tiimor gelisimi (11)

Tiimdrlerin tipi koken aldig1 hiicreye gore degismektedir. 5 tip tiimdr vardir.

e Karsinomlar: Epitel hiicrelerin degisimi sonucu olusurlar. Kanserlerin ¢ogunu

karsinomlar olusturmaktadir.

e Sarkomlar: Kas, kemik, yag ve bag doku hiicrelerinin degisimi sonucu

olusurlar.
e Losemi: Beyaz kan hiicrelerinin malignite kazanmasi sonucu ortaya cikar.

e Lenfoma: Kemik iligi kokenli lenfatik sistem hiicreleri kaynakli kanser

taradar.

e Myelomalar: Antikor tireten 6zellesmis beyaz kan hiicrelerinden kaynaklanan

kanser tlrdddr (12).

Kanserin, hiicre sinyali ve apoptozis gibi sayisiz hiicresel fizyolojik sistemi
etkileyerek ¢ok basamakli bir karsinogenez siireci olusturdugu bilinir, bu onu daha

anlasilmaz ve kompleks bir hastalik yapar (13).



2.1.1 Kanserin Molekdler Biyolojisi

Kanserde 3 gen kategorisi ya mutasyona ugrar ya da yanhs ifade edilir. Ilk
grup protoonkogenler olarak bilinir. Protoonkogenler, hiicre boliinmesini arttiran ve
hicre 6lumunu engelleyen proteinleri dretirler. Bu genler mutasyon gegirdiklerinde
onkogenler adin1 alirlar. ikinci grup tiimér supressdr genler olarak bilinirler. Timor
supressor genler hicre bolinmesini engelleyen ve hicre 6limine neden olan
proteinleri Gretirler. Uglincti grup DNA tamir genlerini icerir. DNA tamir genleri

kansere neden olan mutasyonlarin engellenmesine yardimci olur (12).

2.1.1.1. Protoonkogenler

Protoonkogenler, triinleri hiicre biytimesi ve bolinmesini ilerleten genlerdir.
Protoonkogenler, diger genlerin ifadelerini uyaran transkripsiyon faktorlerini ya da
hicre bélinmesini uyaran sinyal iletim molekillerini ve hicrenin, hiicre déngusu
boyunca ilerlemesini saglayan hiicre dongiisii diizenleyicilerini  kodlarlar.

Protoonkogen iiriinleri plazma zarinda, sitoplazmada ya da ¢ekirdekte bulunabilirler .

Bir protoonkogen mutasyona ugradiginda veya hatali ifade edildiginde
aktivitesi normal sekilde kontrol edilemez. Boyle bir durumda protoonkogen rtinleri
hiicreyi devamli olarak boliinmesi i¢in uyarirlar. Bir protoonkogen mutasyona
ugradiginda veya hatali ifade edildiginde kanser gelisimine katkida bulundugunda
onkogen adin1 alir (10). Bir protoonkogenin onkogene doniisiimu; protonkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar, genlerin yeniden diizenlenmesi, protoonkogenlerin yeni
bir konuma hareket etmesi ve protoonkogenlerin kopya sayilarindaki artigla olabilir.
Bazen bir viriis DNA’s1 protoonkogene yakin bir yere veya igine yerleserek
onkogen olmasina neden olur. Bu olaylarin hepsi genlerde degisime neden olarak

kansere katkida bulunur (Sekil 2.2) (12).

Onkogenler sinyal kaskadlarimi siirekli bir sekilde aktive eder. Bunun
sonucunda da hiicre gelisimini uyaran faktorlerin {iretimi artar. Ornegin; Ras proteini
bir protoonkogen iriiniidiir. RAS sinyal kaskadlarinda, kaskadin agilma-kapanma
anahtar1 olarak gorev goriir. RAS’ta meydana gelen mutasyonlar kaskadin siirekli

acik bir durumda bulunmasini ve bu yiizden kontrol edilemeyen hiicre gelisimini



saglar. Akciger, kolon, tiroid, pankreatik karsinomlar1 i¢eren tiimorlerin %30°u RAS

mutasyonlarina sahiptir (12).
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bélinmesi ve gelisimi Kontrolsiz hicre

bolunmesi ve gelisimi

Sekil 2.2. Protoonkogenlerin onkogenlere doniisiimii (14)

2.1.1.2. TUmor Supressor Genler

TiUmor supressor genler, drdnleri hicre dongiisii kontrol noktalarini
diizenleyen ve apoptozis siirecini baglatan genlerdir. Normal hiicrelerde tlimor
supressOr genler tarafindan kodlanan proteinler DNA hasarina ya da dis ¢evreden
gelen biiylimeyi baskilayici sinyallere yanit olarak hiicre dongiisiinii durdururlar.
Ancak bu genler mutasyona ugradiklarinda hiicre dongiisii kontrol noktalarina yanit
verme ya da DNA hasar1 arttiginda hiicreyi 6liim programina gegirme yeteneklerini

kaybederler (10).

p53 proteini, timor supressor genler tarafindan kodlanmaktadir ve hicre
bolinmesinde ¢ok Onemli bir yeri vardir. p53, DNA’ya baglanarak p21 proteinin
transkripsiyonunu aktive eder. p21, hiicre dongiisiiniin G1 evresine giris noktasinda
bulunan siklin bagimhi kinazin aktivitesini engeller (Sekil 2.3). Bu engel
replikasyondan énce DNA’ da hata varsa tamir edilmesine olanak saglar. Eger DNA
hasar1 onarillamayacak kadar biiyiikse p53 hiicre 6liimiinii tetikler. Kanserle iliskili

mutasyonlardan en sik goriileni p53 geni ile ilgilidir.
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Sekil 2.3. TUmor supressor p53 ve p2l proteinleri arasindaki etkilesim
(15)

Siklin bagimli kinazlar1 inhibe ederek hiicre dongiisiinii durduran diger timor

supressor proteinler p16 ve retinoblastoma (Rb) proteinleridir (12).

2.1.1.3. DNA Tamir Genleri

Kanser ile ilgili ti¢iincli gen grubu DNA’nin tamir edilmesini ve kromozom
yapisinin devamliligini saglamaya yarayan genlerdir. Iyonize radyasyon, UV 1simlar
ve kimyasallar gibi ¢evresel faktorler DNA’ya zarar verebilir. Ayn1 zamanda DNA
replikasyonunda meydana gelen hatalar mutasyonlara neden olabilir. Baz1 6zel gen
triinleri hiicredeki kromozom hasarlarin1 tamir ederek mutasyonlarin minimum
seviyeye inmesine yardimct olurlar. Bir DNA tamir geni mutasyona ugradigi zaman
tirtin yapimi durdurulur. Bu yiizden DNA tamiri engellenir ve mutasyonlar hiicrede
birikir. Bu mutasyonlar hiicrede kanser6z Ozelliklerin artmasina neden olurlar.

Boylelikle kanser olusumu tetiklenir (12).



2.1.2. Hicre DOngUsu ve Kanser

Tim kanser hiicrelerindeki temel sapmalardan birisi hiicre ¢ogalmasi
tizerindeki kontroliin kaybidir (10). Normal hiicreler hiicre dongiisii ile uyumlu bir
sekilde boliintir ve gelisirler (Sekil 2.4). Protoonkogen veya tiimdr supressor
genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicre dongiisti tarafindan diizenlenen hiicre
bliylimesi ve gelisiminin disina ¢ikilmasina neden olur. Boylelikle kanserdéz hiicre

gelisir (12).

Bir¢ok protein hiicre dongiisiindeki olaylarin zamanlamasini kontrol eder. Bu
sayede hicrelerin sadece ihtiyag duyuldugu zaman boliinmesi saglanir. Bu
diizenlenmenin kayb1 kanserin ayiric1 6zelligidir. Hiicre bdliinmesini kontrol eden
ana yapilar siklin-bagimli kinazlardir. Her siklin-bagimli kinaz , kendisine baglanip
aktive eden 0Ozel bir siklinle kompleks olusturur. Bu kompleksin kinaz kismi hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan gesitli proteinlere fosfat grubu ekler. Eklenen
bu fosfatlar proteinin yapisini degistirerek proteinin fonksiyonuna bagli olarak
aktivasyon veya inaktivasyona neden olur. Hicre doéngisinin G1, S ve M
dongiisiine giris noktalarinda 6zel siklin-bagimli, kinaz/siklin kompleksleri
bulunmaktadir (12). Birgok siklin geninin kanser gelisimiyle iligkili oldugu
bilinmektedir. Ornegin; Siklin D1 geni kodlayan gen; meme, mesane, akciger ve
yemek borusu kanserlerinde; Siklin E geni ise bazi 16semilerde, meme ve kolon

kanserinde asir1 derecede ifade edilmektedir (10).

Dinlenme
evresi G1/S kontrol noktasi

Hucre
bolinmesi

ve :
siklinlerin _DNA sentezi

birikimi

M kontrol
noktasi
G2/M kontrol noktasi

Mitoza hazirhk

Sekil 2.4. Hucre dongiisii ve kontrol noktalari (12)
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Normal hiicrelerde hiicre boliinmesi kanser hiicrelerinden en az 4 yolla farklilik

gosterir.

eNormal hiicreler, bolinmek icin dis c¢evredeki biiylime faktorlerine
gereksinim duyarlar. Bu biiyiime faktorlerinin sentezi inhibe edildigi zaman
hiicre bolinmesi durur. Kanser hucreleri bu faktorlere olan gereksinimini
kaybetmistir. Bu faktorler olsa da olmasa da boltnebilirler. Bunun bir sonucu

olarak dokunun bir pargas1 gibi degil, bagimsiz hiicreler gibi davranirlar (12).

eNormal hiicreler, kontakt inhibisyon gosterirler. Diger hiicrelerle temas
ettiklerinde hicre bolunmesini durdurabilirler. Bu 6zellik kanser hicrelerinde
kaybolmustur. Kanser hiicreleri diger hiicrelerle temas halinde olsa bile

boliinmeye devam eder. Bunun sonucunda da genis bir hiicre yigini olusur

(12).

e Normal hiicreler, her replikasyon sirasinda kromozom uglarint (telomerler)
kisaltirlar. Gelismekte olan hiicreler telomeraz enzimi ile bu bosluklari
doldururlar. Erigskin hiicrelerde ise telomeraz eksiktir. Bu yiizden bu
hiicrelerin boliinme sayilart sinirlanmistir. Kanser hiicrelerinde telomeraz
aktif halde bulunur. Bu da kanser hiicrelerinde limitsiz sayida hiicre

boliinmesi ger¢eklesmesini saglar (12).

e Normal hiicreler, DNA hasar1 oldugu zaman veya hiicre bdliinmesi anormal
oldugu zaman hiicre boliinmesini durdurur ve oliirler. Kanser hiicreleri ise
bolinmeye devam ederler. Bu hiicreler hasarli DNA igerir ve bolinmeye

devam ettik¢e hasar gormiis DNA organizmada birikir (12).

2.1.3. Tumor Mikrocevresi

Tiim6r mikrogevresi timdr anjiyogenezini, timdr invazyonunu ve metastazi
duzenleyen en 6nemli faktorlerden biridir (16). Mikrogevre timor ilerlemesinde ¢ok
onemli rol oynadig1 bilinen bir sistemdir ve tiimor parankima hiicreleri, fibroblastlar,
mezensimal hiicreler, kan ve lenf damarlari, tiimor infiltre eden immiin hiicreler,

kemokinler ve sitokinleri de i¢ine alan pek ¢ok 6nemli bilesikten olugmustur (17).



Tiimoér mikrogevresi malignant hiicreler disinda, immiin sistem hiicreleri,

timor damarlanmasi ve lenf damarlarini igerir (18).

Tumaor mikrogevresinde 6zellikle vaskiler endotelyal hiicrelerin proliferasyonu
ve yeni kan damarlarinin olusumu tiimore besin saglayarak, tiimor gelismesi ve
metastazi tetikler. Kanser iligkili fibroblastlar da, anjiyogenezi stimiile ederek , timor
gelismesi ve metastazi tetikler. Immiin hiicreler 6zelliklede —makrofajlar
mikrocevredeki toksik hasarlara karsi koyar ve tiimor gelisimine yardimer olurlar.
Lenf endotelyal hiicrelerinin proliferasyonu ve lenfatik damar yogunlugunun artmasi

da tiimor metastazina yardimci olur (16).

Tumor mikrogevresinde bulunan ekstraselliler matriks (ECM), tlimor
mikrocevresindeki hiicreler icin yalnizca fiziksel bir iskelet saglamaz ayni1 zamanda
kanser hiicrelerinin yayilmasi ve gelisiminde dinamik bir role sahiptir. Ozellikle
hiicrelerin ECM’e adezyonu hicrelerin tumdr mikrogevresine goglinde ya da timor
mikrogevresinin digina ¢ikmasinda anahtar rol oynar. ECM aynm1 zamanda
anjiyogenik faktorler ve kemokinler gibi hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesim
halinde olan ve hiicrenin direng-elastiklik elde etmesini saglayan biiylime faktorlerini
icerir (19).

Asidik ekstraselliiler pH’da tiimor mikrogevresinin diger bir 6nemli 6zelligidir.
Asidik ekstraselliiler pH’in kanser hiicrelerinin anaerobik glikoliz sonucu olarak
goriilen laktat {iretimi sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir. Na*/H* degistiricisi,
H*-laktat taginimini yapan H'-laktat ko-transporter, monokarboksilat tasiyicilari,
proton pompasi (H'-ATPaz) gibi tagiyicilar ekstraselliiler hidrojen salmimi

saglayarak asidik ekstraselliiler pH’ a katkida bulunurlar (20).

Timor hiicrelerinde pentoz fosfat yolu ile asir1 derecede karbondioksit (CO2)
tiretimi goriildiigii icin karbonik anhidraz enzimide asidik ekstraselliiler pH’a katkida
bulunur. Asidik ekstraselliiler pH, ¢esitli lizozomal enzimleri aktif hale getirir. Ayni

zamanda ¢esitli pro-metastatik faktor genlerinin ekspresyonunu indikler (21).
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2.2. Hipoksi

Hipoksi, viicut i¢ginde veya disinda herhangi bir yerde oksijen basincinin
azalmas1 anlamina gelir ve solid tiimdrlerin ¢ogunda goriilen 6nemli mikrogevresel
bir baskidir (22, 23). Hipoksik hiicreler oksidatif DNA hasar1i, DNA zincir kiriklari,
genetik hatalar gibi stres indiiklii hasarlara maruz kalirlar. Bu olaylar hiicrenin
biiyiimesini kisitlar ve hiicre 6liimiine neden olur. Ancak kanser hcreleri hipoksik
sartlara adapte olmalar1 ve hayatta kalmalarmi saglayacak genetik degisiklikler
gecirirler. Bunun sonucunda da hayatta kalmaya devam eder, daha invaziv,
metastatik bir fenotip kazanir, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemlerine

kars1 direng gelistirirler (24).

Tiimor hiicreleri diisiik oksijen konsantrasyonlarina maruz kaldigi zaman ¢ogu
faktoru kontrol eden hipoksi indlkleyici faktor-1’in (HIF-1) ekspresyonunu artirirlar.
HIF-1 sinyalinin aktivasyonu diisiik oksijen kosullarinda yasayabilmek i¢in nemli

bir adaptasyondur (23).

HIF’ler, DNA’ya heterodimer olarak baglanan temel helix-loop-helix
yapisindaki transkripsiyon faktorlerinden PAS (Per-ARNT-Sim) ailesi ile iligkilidir
(25). Oksijen bagimli HIF-la altiinitesi ve oksijen bagimsiz HIF-1f altiinitesi
bulundurur. HIF-1p alt birimi aril hidrokarbon niikleer reseptorii (ARNT) olarak da
bilinir (26).

Normoksik kosullar altinda a alt biriminin Pro 402 ve Pro 504 rezidiileri prolil
hidroksilaz domain proteini (PHD2) ile Oz bagimli hidroksilasyona magruz kalir. Bu
modifikasyon o alt biriminin von-Hippel Lindau (VHL) timor supressor proteini ile
etkilesim kurmasmma neden olur. Bu sayede o alt biriminin proteozomal
degredasyonu saglanir (24). a alt birimi hipoksik ortamda degrede olmaz. Cekirdege
taginir ve B altbirimi ile dimerize olur. Bu kompleks HIF hedef genlerinin enhensir
promotor bdlgesininde iginde bulundugu hipoksi duyarli elementin 5-RCGTG-3
konsensus sekansina baglanir (Sekil 2.5) (26). Hipoksi duyarli element timorlerin
hipoksik ortama adaptasyonda, anjiyogenez, anaerobik enerji saglanmasi, metabolik
regulasyon, pH dengesi ve apoptozisde gorev alan genlerin transkripsiyonuna
yardimet olur (27). HIF-1’in yiizlerce hedefi arasinda en ¢ok calisilanlar vaskiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve karbonik anhidrazlardir (24).
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Sekil 2.5. HIF sinyal yolag1 (24)

2.3. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz enzimleri (CAs, EC 4.2.1.1) COz’in bikarbonata (HCOz3")
cevirimini ve proton (H*) salintmim geri déniisiimlii olarak katalizleyen, ¢inko (Zn*?)

iceren metalloproteinlerdir.
CO, + HyO=—>= H,CO; =<=—== HCOj; +H'

CO2 tiim yasayan organizmalarda bulunur, tiim yagsayan hiicrelerde anahtar
molekiil oldugu diisiiniiliir ve HCO3™ ile denge halinde bulunur (28). Dogada, CO>,
CO2+H20 «<» HCO3 +H" reaksiyonu ile geri doniisiimlii olarak hidrate olur (29). Bu

geri donlisiimii saglayan enzim CAdir.

CA’lar, Zn*? bagimh metalloenzimler olarak bilinirler ancak kadmiyum
(Cd*?) veya demir (Fe*?) iyonlarmni igermesi ile de tanimlanabilirler (30). CA ilk
olarak memeli eritrositlerinden daha sonralari ise insan eritrositleri, balik eritrositleri,
sigan eritrositleri, sican tiikiiriigii, sigir kemigi, sigir 16kositleri, ¢esitli bakteri ve bitki

tarleri dahil olmak tizere pek ¢cok kaynaktan saflagtirilmistir (31).
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2.3.1 Karbonik Anhidraz Enziminin Tarihgesi

CA aktivitesi ile ilgili ilk ¢alismalar 1920°1i yillarda hemolize edilmis kan ve
serum ornekleriyle CO salinim galismalar1 yapilirken bulunmustur. CO> saliniminin
cok yliksek bir miktarda oldugu goriilmiis ve bu reaksiyona bir katalistin neden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bir ka¢ yil sonra bu katalistin bir enzim oldugu
bulunmus ve bu enzime karbonik anhidraz (CA) adi verilmistir (32). CA ilk defa
1939 yilinda Meldrum ve Roughton tarafindan insan akcigerlerinin yiizeyinde ve
kanin transport sisteminde CO> taginmasini ¢alisirken izole edilmistir. 1939 yilinda
CA’1n aktif bolgesinde Zn*? iyonu igerdigi ve molekiiler agirhiginimn yaklasik 30 kDA
oldugu Keilin ve Mann tarafindan rapor edilmistirr CA’mm genis anlamda
saflagtirlmas1 ve karakterizasyonu Lindskog tarafindan 1960 yilinda sigir
eritrositlerinden yapilmistir (33). Simdiye kadar kesfedilen tiim CA izoenzimlerinin
sayist 16’ dir. Bu izoenzimler katalitik aktivite, subselliler lokalizasyon ve
inhibitorlere duyarlhilik bakimindan farklilik gdstermektedirler. 1970° li yillarda
sitozolik CA izoenzimleri olan CA-l1 ve CA-II’'nin aminoasit sekanslar1 ve X-ray
kristal yapilari ile ilgili caligmalar yapilmistir (34). 1990° 11 yillarda ise timor iliskili
CA izoenzimleri olan CA-IX Pastorekova ve arkadaslar1 tarafindan, CA-XII ise

Tiireci ve arkadaslar tarafindan kesfedilmistir (35, 36).

2.3.2. Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapisi

CA (g adet histidin (His) rezidusu, su (H20) molekili veya hidroksit (OH")
iyonu tarafindan koordine edilir. Bu molekiiller CA’mn Zn*? iyonu (izerine etki

ederek, katalitik aktivitenin ve inhibisyonun diizenlenmesinde rol oynarlar (37).

Zn*? iyonu, aktif bolgedeki koni seklinde yaklasik 15 A genisliginde ve 15 A
derinliginde bir yarigin dip kisminda bulunur (38).

CA’m molekiiler yapisinda, katalitik fonksiyonu icin gerekli 4 6nemli bilesen
vardir. Bunlar; Zn*? baglayic1 bolge, substrat iliskili oyuk, threonin (Thr) 199 ilmek
yapist ve protein mekik mekanizmasidir. Zn*? baglayic1 bolge ii¢ adet His rezidiisii
icerir (His94, His96, His119). Bu His rezidiileri direkt olarak Zn*? iyonuna baglanir.
Glutamin 92 (GIn92), Asparajin 244 (Asn244), Glutamat 117 (Glu 117) rezidileride
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Zn*? iyonunu indirekt olarak etkileyip stabilizasyonuna yardimci olurlar. Substrat
iliskili oyuk 6 adet non-polar aminoasitten olusur. Bu aminoasitler hidrofobik bir cep
olusturur. Bu hidrofobik cep Zn*? baglayici bélgeye komsudur. CO2’in izole edilmesi
ve Zn*? baglayict OH"e yénlendirilmesinden sorumludur. Thr 199 loop yapisinin
temel fonksiyonu Zn*? bagli OH™i kataliz icin yonlendirmektir. Zn*2 bagli OH", Thr
199 ile hidrojen bagi olusturur. Bunun sonucunda da molekil nikleofilik atak igin
hazir hale gelir (39). Proton mekik sistemi ise Zn*? iyonu bagli H2O molekiiliinden
bir proton alir ve sitoplazmadaki tampon molekiillere iletir. Aktivitesi yiiksek olan

CA izoenzimlerinde His64 rezidusl proton transferini saglamaktadir (40).

Sekil 2.6’da CA-I1 enziminde proton transferi gorilmektedir. Aktif merkezde
iic His rezidiisii ile koordineli Zn*? bulunur. H20 molekiillerinden olusan zincir,
Zn*2 bagli OH iyonundan His 64 rezidiisiine bir proton aktarir. Yiiksek pH’da His 64
rezidiisii aktif bolge kavitesinin i¢ kismina doniiktiir. Ancak protonasyon olay1
gerceklestigi zaman ortamin pH’1 diiser ve His 64 rezidiisiiniin imidazol halkasi
konformasyon degistirerek aktif bolge kavitesinin dis kismina yonelir. Bu olay

sayesinde protonun dis ortama aktarilmasi saglanir (6).

-~
Aktif bolge T
kavitesinini"."' kavitesinin

ick
dis kismi ¥ ,sml

Sekil 2.6. CA-11 enziminde proton transferi (6)
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2.3.3. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

CA’m katalitik mekanizmasi iki ana basamaktan olusur.

Basamak 1: Zn*2 bagh OH  iyonu ile enzim, niikleofilik atak tarafindan
CO2’i kabul eder. Bu sayede HCOs" iiretimi gergeklesir. Daha sonra H,0, Zn+?’ya
baglanarak HCOs3" ile yer degistirir (41,42).

H,0
CO,+ EZNOH™ —g=— EZnHCOs'%—‘\ EZnH,0 + HCO4
H,0

Basamak 2: Bu basamak ortama proton salarak enzimin aktif bdlgesinin
rejenerasyonunu yapar. Zn*? bagli OH, aktif bélgeden proton transferi ile temel
formda yeniden tretilir. Bu durum, His64 rezidusunun aktiflesmesi ya da reaksiyon
ortamindaki tampon ¢ozeltiler ile olur. Bu da katalizin sinirlayici basamagini

olusturur (41,42).

EZnH,0 + B ——"= EZnOH + BH"

H.oH " H—o—
| A |
Zn?=2 i o Zn=Z]
Gl His ~ — 2 . His
His His @ i His
HCOs—
|® >||—=
H,O
O
O
T o & T o2
Zn2 " _— Zn?Z,
s - His o o His
His \His His \His

Sekil 2.7. CA enziminin katalitik mekanizmas1 (43)
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2.3.4. Karbonik Anhidraz Enzim Ailesi

CA’lar, arkea, prokaryotik, okaryotik htcrelerde bulunur ve a-, -, y-, 8-, ve
(-CA’lardan olusan bes ayr1 gen ailesi tarafindan kodlanirlar. Bu aileler arasinda
onemli aminoasit sekans benzerlikleri bulunmaz (44, 45). Bu bes ailenin yaninda
yapilan son galigmalarla Malaria patojeni olan Plasmodium falciparum’da yeni bir
CA ailesi olan n-CA ailesinin varlig1 gosterilmis ve literatiirde altinct CA ailesi

olarak yerini almistir (46, 47).

Memeliler CA’mn ilk ailesi olan a-CA’lart kodlarlar. Simdiye kadar 16 CA
izoenzimi karakterize edilmistir. Bunlardan, CA I, 1I, 1lI, VII ve XIII sitozolik
izoenzimler, CA 1V, IX, XII ve XIV hiicre membranina bagl izoenzimlerdir. CA VA
ve VB mitokondriyal izoenzimler, CA VI ise sekrete edilen tek izoenzimdir.
Bunlarin yaninda CA ilgili proteinler adi verilen {i¢ akatalitik form bulunmaktadir
(Sekil 2.8). Bu proteinlerin inaktif halde bulunmalar1 Zn+%-bagl His rezidularmi

kaybetmelerinden kaynaklanmaktadir (44, 48, 49).

CA altivitesi

CA Y CA VI H’Dksek.
Orta ||
pusiik [ |

Yok E

Sekil 2.8. CA izoenzimlerinin hiicre i¢indeki yerlesimi (50)
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2.3.5. Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Onemi

CA enzim ailesi Kkatalitik aktivite, subseliler lokalizasyon ve inhibittrlere
duyarlilik bakimindan farklilik gosterirler ve bir ¢ok fizyolojik ve patolojik stirecte
onemli rol oynarlar (51). CA’lar CO2 ve HCOs iyonlar1 arasindaki doniisiimii
saglarlar. Bu yiizden metabolize dokular ve akcigerler arasinda CO2 / HCOjz
transport ve respirasyonu, pH ve CO: homeostazisi, ¢esitli doku ve organlarda
elektrolit sekresyonu, biyosentetik reaksiyonlar (glukoneogenez, lipogenez, tirogenez
vb.), kemik rezorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimorojenisite bunun yani sira pek g¢ok

fizyolojik ve patolojik slrecte gorevlidirler (52).

CA-l ve CA-II sitozolik CA izoenzimleridir. Bu izoenzimlerin en 6nemli
fonksiyonu metabolizma Urini olan CO2 molekiiliinii, doku kilcal damarlarinda
HCOs™ bilesigine akciger pulmoner kapillerde ise HCOz"in CO2’¢ doéniismesi
reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayinda yer almaktadir (38). CA Il izoenzimi
en ¢ok calisilan izoenzim olup CA’lar i¢inde en yliksek turnover sayisina sahip olan
izoenzimdir (42). Ayrica sodyumun gbze tasinmasinin primer transportunda rol oynar

ve intraokiiler basincin diizenlenmesine yardime1 olur (53).

CA-III bir¢ok inflamatuvar hastalikla karakterize olan oksidatif streste rol
oynamaktadir ve iskelet kasinda bol sekilde eksprese olmaktadir (54). CA
izoenzimlerinden bu {i¢ii yakindan iliskili ve polimorfiktir. CA-1l ve CA-I’in genleri
aynt kromozom tlizerinde lokalize olmuslardir ve doku ekspresyonlar1 bagimsiz

olarak diizenlenebilir (55).

CA-1V, CA izoenzimleri i¢ginde membran bagimli olarak tanimlanan ilk
izoenzimdir. Epitelyal ve endotelyal hiicrelerin plazma membranlarinda eksprese
olmaktadir. CA-IV izoenzimi pH duzenlenmesi ve CO.-HCOs transportunu
saglamaktadir. Ayrica CA-IV geninde meydana gelen mutasyonlar Retinitis

pigmentosa ile iliskidir (56, 57).

Mitokondriyal izoenzimler olan CA-VA ve CA-VB antiobezite ajanlari
olarak hedeftirler (58). CA-VI salgisal bir izoenzimdir. Tikiiriik ve siit bezlerinde
yuksek oranda eksprese olmaktadir. CA-VI’nin oral kavite ve yemek borusunun iist

kisminda pH dengesinin saglanmasinda goérevli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
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yapilan cesitli calismalarla CA-VI'nin dis ¢iiriiklerine karst koruyucu bir role sahip
oldugu ve tat almada gorev aldigi ileri siirtilmiistiir (59, 60).

CA-VII sitozolik bir izoenzimdir. Korteks, hippokampus ve talamusta yiksek
oranda eksprese olmakta, epilepsi ve malignant beyin tiimdrleri ile iligkisi
bulunmaktadir (61). CA-VIII, CA iliskili bir proteindir, CO hidratasyonunu
gergeklestiremez. CA-VIII norodejeneratif hastaliklarda, kolorektal ve akciger
kanserlerinde rol oynar (49).

CA-IX ve CA-XII izoenzimleri transmembran proteinleridir ve kanserde
tedaviye yonelik olarak hedeftirler. Hipoksiye cevap olarak ekspresyonlari artar.

Ekstraselluler asidifikasyonu tetikleyerek timor gelisimine katkida bulunurlar (62).

CA-X ve CA-XI, CA iliskili proteinlerdir. CA-X epifiz bezinde yiiksek
derecede eksprese olur. CA-X’un uyku diizeninin saglanmasinda islev gordiigi
diistiniilmektedir. Filogeni ¢alismalari CA-XTI'in  CA-X’dan koken aldigin
gostermistir. CA-X1 merkezi sinir sisteminde eksprese olur ve birgok kanser turtyle
iliskilidir (63).

CA-XIII iireme organlarinda diger dokulardan daha yiiksek bir sekilde
eksprese olur. Burada pH ve iyon dengesinin diizenlenmesini saglayarak déllenme
i¢cin uygun kosullarin diizenlenmesine yardimci olur (64). CA-XIV membran bagimh
bir izoenzimdir ve merkezi sinir sisteminde ylksek derecede eksprese olur. Asit-baz
dengesinin  diizenlenmesinde rol oynar. CA-XV’de membran bagmli bir
izoenzimdir. Pek ¢ok tirde ekspresyonu goriilmesine ragmen, insan ve

sempanzelerde ekspresyonu goriilmez (65, 66) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. CA izoenzimlerinin doku ve organlardaki dagilimi, fonksiyon ve amino asit

sayilar1 (Parantez igindeki sayilar matlir polipeptid zincirindeki aminoasit

sayisint gostermektedir) (28)

izoenzim Aminoasit sayisi Fonksiyon Bulundugu doku/organ
Antireflii cevabi, gaz degisimi Eritrositler
CA-I 261 (260) ve iyon transportu Gastrointestinal sistem
Antireflii cevabi, kemik Hemen hemen tim
rezorpsiyonu, akdz htimor hiicrelerde
CA-II 260 (259) tiretimi, sperm hareketliligi,
ure asidifikasyonu,
serebrospinal s1vi
salgilanmasi, gaz degisimi ve
CO; nazal kemosensitivitesi
Insan embriyo notokordu ve
CA- 111 260 (259) Antireflii cevabi, yag asidi iskelet kasi
metabolizmasi, okiiler s1vi Tip | kas ¢oziinebilir
tagmimi ve homeostazi proteinlerinin % 8’inde
Gastrointestinal sistem
CO; nazal kemosensitivitesi, Bobrek
antireflii cevabi, HCO3 Endotelyum
CA-IV 312 (266) reabsorbsiyonu, NH, ¢ikist, Pankreas
pH diizenlenmesi,okiiler sivi Tukarik bezleri
uretimi, gaz degisimi, serebral Kalp kas1
kan akis1 Goz
Kolon
Adipositler ve biyosentetik Akciger
CA-VA 305 (267) reaksiyonlarda piruvat Bobrek
karboksilaz i¢in HCO3 Pankreas adaciklar1 ve beta
saglamak hiicreleri
Pankreas
Bobrek
CA-VB 317 (284) Biyosentetik reaksiyonlar, Tukurik bezleri
amonyak detoksifikasyonu Kalp ve iskelet kast
Gastrointestinal mukoza
Omurilik
Tukurtk
pH diizenlenmesi, antirefli Gozyas ve siit
CA-VI 308 (291) cevabi, karsinojenlere karsi Nazal bezler
koruma, tat duyusu Gozyas1, meme,mindr
tikirik bezleri
CA-VII 264 Serebrospinal sivi tiretimi Merkezi sinir sistemi
CA-VIII 290 (289) Fonksiyonsuz Purkinj hucreleri
pH diizenlenmesi, hiicre Gastrointestinal sistem
CA-IX 459 (422) adezyonu, proliferasyonu ve Cogu kanser tiirii
farklilagmast, iyon transportu
Beyin ve merkezi sinir
CA-X 328 Fonksiyonsuz sistemi
Miyelin kiliflar
Kolorektal timdrler ve yiizey
mikrovilluslari
Beyin ve merkezi sinir
CA-XI 328 Fonksiyonsuz sistemi
Omurilik
Tiroid bezi
Kolon
CA-XIlI 354 (330) pH diizenlenmesi, ak6z hiimor Bobrek
Uretimi, HCO5  absorbsiyonu Prostat
Kanser trleri
Timus
Ince bagirsak
Bdbrek, gastrointestinal Kolon
CA-X1I 262 kanallar ve ireme sisteminde Dalak
asit baz dengesinin Prostat bezi
saglanmasi Ovaryum
Testisler
Merkezi sinir sistemi
CA-XIV 334 (322) HCOj5™ absorbsiyonu, Yetiskinlerde; Kolon, Bobrek
sinirlerde sinyal iletilmesi iskelet kasi, Mesane
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2.3.6. Sitozolik Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CA-l ve CA-II memeli kirmizi kan hicrelerinde bulunan iki ana CA

izoformudur (67).

2.3.6.1. Karbonik Anhidraz |

CA-I’in molekiiler agirligr 29 kDA’dur ve memeli kirmizi kan hiicrelerinde

en bol bulunan proteinlerden biridir.

CA-I baslica solunum ve asit-baz dengesinin diizenlenmesinde gorev alir.
CA-1 gastrointestinal kanal, miyoepitel hicreleri, adipoz doku, ter bezleri, silier
vucut epiteli, lens, korneal epitel, langerhans adaciklarinin alfa hiicreleri gibi farkli

hlicre ve dokularda eksprese olur (68).

CA-l, CA-I’nin sahip oldugu katalitik aktivitenin beste birine sahiptir ve
His64 rezidiisiiniin pKa degeri proton transferi i¢in ¢ok diisiiktiir (69).

CA-1 omurilik ve sakroiliak eklemlerde anormal kemik olusumu ile
karakterize olan Ankilozan spondilit hastaliginda in vitroda kalsiyum
presipitasyonuna neden olmaktadir. Chang ve grubu CA-I’in biyomineralizasyon ve
yeni kemik formasyonunda dnemli roll olabilecegini sdylemislerdir (70). Ayrica
CA-I’in prostat kanserinde prostat spesifik antijen gibi tanida gorev gorebilecegi

Takakura ve ark. tarafindan yapilan calismada belirtilmistir (71).

2.3.6.2. Karbonik Anhidraz Il

CA-II tim CA’larin i¢inde en yiiksek turnover oranina sahip ve en g¢ok
calisilan 29 kDA agirliginda monomerik bir proteindir (kcat =10°s?) (Sekil 2.9) (42,
73). His64 rezidiisii aktif bolgeye yakin bulunmaktadir ve hizli proton transferinden

sorumludur (74).

CA-II eksikligi , kemik rezorpsiyonu, renal asidifikasyon ve serebral
kalsifikasyonda temel rol oynamaktadir (75). Ayrica CA-Il osteoklastlar, parietal

hiicreler ve bobrek interkalat htcrelerinin aktivitesinin ve asit-baz dengesinin
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saglanmasinda etkindir (76). CA-Il gbze sodyumun primer transport
mekanizmasinda yer alir ve sonug olarak, intraokiiler basincin diizenlenmesinden

sorumludur (53).

Fizyolojik fonksiyonlarna ek olarak, literatirde CA-II’nin kanser ile iliskili
oldugundan da s6z edilmistir. CA-1l, kanser hiicreleri ve mikrogevre arasinda pH

dengesinin diizenlenmesinde ana rol oynamaktadir (77).

Kanser hiicre mikrogevresinin kosullarin1 andiran in vitro hiicre kultlrinde
endoteliyal hiicrelerde CA-II ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (78). Yoshiura ve
arkadaglart CA-II’nin akciger, renal, 6zofagal ve melanom kanserlerinin timor
damar endotelinde eksprese oldugunu gostermistir (79). Parkkila ve arkadaslar ise
CA-II'nin gastrointestinal stromal tiimorlerde biyomarker olarak kullanilabilecegini

belirtmislerdir (80).

Sekil 2.9. CA-Il izoenziminin ii¢ boyutlu yapisi (81)

2.3.7. Tiimér iliskili Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CA-IX ve CA-XII hipoksi ile indiiklenebilir, insan o-CA ailesinin tumor
iligkili tiyeleridir (82). Ivanov ve ark. tarafindan Hippel-Lindau (VHL) hedef genleri
olarak tanimlanmistir (83). Yabanmil tip VHL proteinin CA-IX ve CA-XII
transkripsiyonunu baskiladigi goriilmiis ve bu izozimlerin VHL-aracili kanser

gelisiminde potansiyel rol oynayabilecegi belirtilmistir (84).
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CA-IX ve CA-XII pH duzenleyen enzimlerdir ve her ikiside potansiyel
antikanser hedefleri olarak kullanilabilirler. Bu izoenzimlerin yiiksek katalitik
aktiviteleri sayesinde tiimor mikrogevresinde asidifikasyonu saglamalar ile timor

hlcrelerinin ekstraselliler matrix boyunca ilerlemesi kolaylasmaktadir (85, 86).

2.3.7.1. Karbonik Anhidraz IX

CA-IX proteini 9p12-13 kromozomal lokusunda bulunan CA9 geninin
uriniddr ve CA-IX proteininin yapisal domeynlerini kodlayan 11 ekzondan olusur
(87). CA-IX, N-terminal proteoglikan benzeri domaini (PG), CA katalitik domaini,
transmembran segmenti (TM) ve intrasitoplazmik kismi (IC) ile taninir (88) (Sekil

2.10-2.11).

CA-IX ilk olarak Pastorek ve ark. tarafindan HeLa hiicrelerinde kesfedilmis
ve tumor-iligkili integral plazma membran antijeni (MN) olarak tanimlanmistir (5).
CA-IX’un , kanser proliferasyonunda kritik rol oynadigi gosterilmektedir.
Kanserlerin belli tiplerinde CA-IX overekspresyonu , kanser diyagnozu ve prognozu

icin CA-IX’un biyobelirteg olarak kullanilmasini saglamistir (73).

CA-IX yiiksek bir oranda 6zofagus, bobrek, akciger ve meme gibi bazi timor
dokularinda eksprese olur. Diger yandan normalde yiiksek miktarda CA-1X ekprese
eden mide ve safra kesesi gibi dokular tiimor olusumunda bu ekspresyonlarini

kaybederler (86).

SP: Sinyal Peptid Bolgesi

PG: Proteoglikan bolge

CA: Karbonik anhidraz aktif bolgesi
TM: Transmembran bolge

IC: intrasitoplazmik kuyruk

o (-0 —

SP PG CA ™ 1IC

Sekil 2.10. CA-1X izoenziminin domain organizasyonu (38)
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Sekil 2.11. CA-IX izoenziminin i¢ boyutlu yapisi (PG: Proteoglikan bolge, TM:
Transmembran bolge, IC: Intrasitoplazmik kuyruk) (89)

2.3.7.2. Karbonik Anhidraz XII

CA-XII tumor-iliskili bagka bir transmembran CA izoenzimidir (35). 15022
kromozomal lokusunda bulunmaktadir ve ekzon sayist 11°dir (90). CA-XII, 1998
yilinda iki arastirma grubu tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmis ve karakterize
edilmistir. CA-XII, CA Katalitik domaini, ek kisa ekstraselliler bolim, hidrofobik
transmembran domaini (TM) ve C-terminal sitoplazmik kuyruk (IC) igerir. CA IX’
dan farkli olarak proteoglikan domaini (PG) bulundurmaz (Sekil 2.12-2.13).

CA-XII renal hucre karsinomu, kiguk hicreli akciger kanseri, astrositoma,
meme, yumurtalik, pankreatik, kolorektal, gastrointestinal tiimorler gibi bazi
timorlerde eksprese olmaktadir. Bunun yaninda CA-XII’nin endometriyum, kolon,
bobrek ve goz gibi bazi normal doku ve organlarda da ekspresyonu gorilmektedir.
CA-XII'nin katalitik aktivitesi CA-IX’a gore daha diisiiktlir. Ancak yine de tiimor
mikrocevresinde pH diizenlenmesinde ve kanser tedavisinde hedef olarak 6nemli bir

enzim oldugu diistiniilmektedir (4).
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Sekil 2.12. CA-XII izoenziminin ii¢ boyutlu yapist (yesil ve mavi kisimlar CA katalitik
bélgesini, beyaz kisimlar Zn+? metalini, sar1 kisimlar C-terminal uglari,turuncu
kisimlar ise interselliiler membran uglar1 gostermektedir) (91)

SP: Sinyal peptid bolgesi

CA: Karbonik anhidraz aktif bolgesi
TM: Transmembran bolge

IC: intrasitoplazmik kuyruk

CAXII

SP CA ™ IC

Sekil.2.13. CA-XII izoenziminin domain organizasyonu (38)

2.4. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Son yillarda ¢ogu CA izoformunun bir ¢ok hastalikla olan iligkisi

kesfedildiginden dolay1 bu izoformlar ila¢ dizayninda hedef olarak kullanilmaktadir

(92). CA inhibitorleri dilretik ve anti-glokom ajanlar1 olarak kullanilmaktadir.

Bunlarin disinda, anti-obezite, anti-konvilsan ve anti-timor aktiviteleri de
bulunmaktadir (93).

24



CA inhibitorleri enzim baglanma bdlgelerine gore iki ana sinifa ayrilir :

-Enzimin aktif bolgesinde katalitik Zn*? iyonuna kendini baglayan

-Metal iyonu ile direkt etkilesime girmeyip aktif bolgeye baglananlar

Zn*? baglanan inhibitorler ise dort smifa ayrilmaktadir. iratlar ve
hidroksamatlar, merkaptofenoller, metalle kompleks olusturan anyonlar ve siilfamat-

stlfamit gibi biyoizoesterleri ile sulfonamidlerdir (45).

Yaklasik 30 CA inhibitorii antiglokom (CA-II, CA-1V, CA-XITI’yi hedefler.),
antikonvilsan (CA-Il, CA-VII ve C-IV’U hedefler. ), antiobezite (CA-VA ve CA-
VB’yi hedefler.) ajani olarak kliniklerde kullanilmaktadir (94). Klinik olarak
kullanilan insan CA (hCAs) inhibitorlerine 6rnek olarak; asetazolamit AZA,
metazolamit MZA, etokzolamit EZA, dibromofenamit DCP, dorzolamit DZA,
brinzolamit BRZ, benzolamit BZA, topiramat TPM, zonizamit ZNS, sulfirit SLP,
indisulam IND, selekosib CLX ve valdekosib VLX verilebilir (95) (Sekil 2.14).

Siklikla kullanilan siilfonamid bazli bir ilag olan AZA ¢ok iyi bir CA
inhibitoriidiir. Minimal toksisite gosterir ve iyi farmokinetik 6zellikler saglar. Ancak
bu ilag istenmeyen yan etkilere sahiptir. Ure seviyesinde artisa, artmis bir sodyum ve
potasyum salinimina neden olarak diiiretik etki olusturur (96). EZA’de CA’larin
inhibitorii olarak calisir. MZA’de CA inhibit6riidiir. AZA’den daha uzun yarilanma
omrii vardir ve  bobrege olan olumsuz etkileri daha azdir. DZA, bir siilfonamit ve
topikal CA-II inhibitoridiir. Ag¢ik acgili glokom veya okiiler hipertansiyonlu
hastalarda aciga ¢ikan intraseliiler basinci azaltmak i¢in kullanilir. TPM, fruktoz ile
iligkili siilfamat ilave edilmis bir monosakkarittir ve Ozellikle CA-Il ve CA-IV

izoenzimleri i¢in zayif bir inhibitoriidiir (28).

CA inhibitorlerinin ¢ogu segicilikten yoksundur ve sayisiz istenmeyen yan
etkileri vardir. Buna engel olabilmenin bir yolu spesifik izoenzimleri inhibe eden
inhibitorler dizayn etmektir. CA izoenzimlerinin aktif bolgesi korunmus olmasina
ragmen, aktif bolgenin giris kismindaki aminoasitlerde varyasyonlar goriiliir. Bu
sekil ve hidrofobisite farkliliklarindan dolay1 bu yiizey ceplerine 6zel inhibitorler

tasarlanabilir (94).
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CA-IX ve CA-XII enzimleri intraselliler pH’1t diizenleyerek tlimor
hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunurlar bu ylizden bunlarin kombineli

hedeflenmesi yeni antikanser ilaglarin gelistirilmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir.

Me
/z &\ \N/N\
MeCOHN S SO,NH, . o
MeCON 2NH2
AAL MZA
SO,NH,
N
\>7802NH2
EtO S cl SO,NH,
EZA
cl
DCP
SO,NH,
NH
/ ’
Cl \ N\
| =
IND ©

Sekil 2.14. Klinikte siklikla kullanilan CA inhibitorleri (97)

Tumor ilerlemesindeki rollerinden dolayi, CA-IX ve CA-XII’ye baglanip
katalitik aktivitelerini inhibe eden molekiiller gelistirmek bir¢ok c¢aligmada
amacglanmistir. Bu konuda 2 temel yaklasim vardir. Bunlardan ilki spesifik
antibadiler, ikincisi ise bu enzimlerin katalitik domainini hedefleyen kugik

molekiiller gelistirmektir (4).
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2.5. Sulfonamidler

Siilfonamid grubu CA inhibisyonu Zn*? baglayici fonksiyonu i¢in kullanilan
en Onemli ve en genis yapidir. Klinikte kullanilan CA inhibitdrlerinin ¢ogu
stilfonamidlerdir. Bu yapilarin CA inhibisyon fonksiyonu kesfedildiginden beri,

kinetik, fizyolojik ve farmakolojik calismalarla genis anlamda arastirilmislardir (45).

Siilfonamidlerin ana yapisini bir benzol halkasina para durumunda bagli olan
bir amino (NH2) veya bir deamido (-SO2NHR) belirler. Kimi zaman bir grubun kimi
kez de her iki grubun H¥’lerinden birinin yerine getirilen eklerle degisik
stilffonamidler elde edilmistir. Siilfonamidlerin fiziksel, kimyasal, farmakolojik ve

anti-infeksiyoz ozelliklerini bu farkliliklar1 saglamaktadir (98).

Siilfonamidlerin  nitrojen atomu 3  siibstitiient igerdiginden dolayz,
stilfonamidler nitrojendeki substituentin derecesine gore primer, sekonder ve tersiyer
olarak siniflandirilabilirler. Primer siilfonamidler siilfonil gruplarinda 2 adet H*
atomu, sekonder silfonamidler ise 1 adet H* atomu bulundururlar (Sekil 2.15). Bu
H*’ler kismen asidiktirler. Tersiyer siilfonamidler ise asidik degillerdir ¢iinkii iyonize
olabilen bir proton bulundurmazlar (7). Primer sulfonamidler CA enzimlerinin
kapsamli 6zgiil inhibitorler iken, sekonder siilfonamidler genellikle zayif CA

inhibitorleridir (99).

0

|/ % %
S—N/ S—N/ ” /
N \ S—N\

L| H (|)| H H R
Primer silfonamid Sekonder siilfonamid Tersiyer stilfonamid

Sekil 2.15. Silfonamidlerin genel yapisi (96)

Siilfonamid tiirevleri deprotonlanmis siilfonamid nitrojeninin katalitik Zn*2

iyonuna baglanmasi ve siilfonamidde bulunan iki hidrojen baginin Thr199 rezidiisii
ile koordine edilmesiyle ¢alistirilir. Bunun disinda siilfonamidde bulunan R grubu
aktif bolgenin hidrofobik veya hidrofilik bolgeleriyle etkilesim kurabilir (45) (Sekil
2.16.).
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CA’1n aktivitesinin siilfonamidle inhibe edilmesinin kesfinden beri bir ¢ok
silfa ilaglar, antiglokom ajanlari, anti-tiroit, hipoglisemik sulfonamidler ve
antikanser ajanlarin  yeni tipleri agiklanmistir (97). Klinik olarak kullanimi olan
stlfonamidlere, asetolazamit (AZA) , metazolamit (MZA), etokzolamit (EZA),
diklorofenamit (DCP) ve indisulam (IND) 6rnek olarak verilebilir (100).
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Sekil 2.16. Stlfonamidlerin CA inhibisyon mekanizmasi (45)

CA-IX ve CA-XII tumdrlerin bir ¢ok tipinde ylksek derecede eksprese edilir.
Bir ¢ok siilfonamid bilesigi , CA-1X ve CA-XII izoenzimleri ile ilgili olan secici CA
inhibisyon aktivitesini bulmak igin arastirilmaktadir (101). CAIX’un inhibisyonu ile
ilgili ilk yapilan ¢alisgma AZA, MZA, EZA ve DCP gibi klinikte kullanilan bir seri
aromatik ve heterosiklik siilfonamidlerle yapilmistir. Bunun ilerisinde IND gii¢lii bir
CA-1l ve CA-IX inhibitdrii olarak solid tiimorlerin tedavisinde kullanilabilecek bir

antikanser ajan olarak gosterilmistir (97).

Son 10 yildir timor iliskili CA-IX’a karsi giiglii segiciligi olan inhibitdrler
gelistirilmigtir. Bu inhibitorlerden IND’1n etkisinin diger inhibitdrlere gore daha
kuvvetli oldugu belirtilmistir (97). CA-XII’ye kars1 segici inhibisyon etkisi gosteren
limitli sayida stilfonamid bulunmaktadir (102). CA-XII hakkindaki ilk inhibisyon
calismas1 2000 yilinda Ulmasov ve ark. tarafindan EZA ile yapilmistir. Bu ¢alismada
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EZA’in, CA-XII izerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu belirtilmistir. Supuran ve
ark. tarafindan 2005 yilinda yapilan calismada CA-XII Uzerinde 34 inhibit6rin
inhibisyon etkisine bakilmistir. Bu calismanin sonucunda EZA ve halojenlenmis
stlfonamidlerin CA-XII Uzerinde daha gucli bir inhibisyon etkisine sahip oldugu
belirtilmistir (103). Giliniimiizde de CA-IX ve CA-XII izoenzimlerine karsi segici
inhibisyon etkisi gosteren ve kanser tedavisinde onlart hedefleyen siilfonamid
tiirevleri gelistirmeye yonelik ¢alismalar devam etmekte ve bu inhibitorlerin klinikte

kullaniminin uygun hale getirilmesi amaglanmaktadir.

2.6. Benzotiyazoller

Benzotiyazol benzen ve tiyazol halkalarindan meydana gelen heterosiklik bir
yapidir (Sekil 2.17). Bu yap1 antitiiberkiiler, antimikrobiyal, antimalaryal,
antikonvilsant, antihelmintik, aneljezik, antiinflamatuvar, antiobezite ve antitimoér
gibi farmakolojik aktivitelere sahip olmalarindan dolayi ilgi ¢ekmektedir. Son birkag
yilda, c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olan yeni benzotiyazol tiirevleri

geligtirilmistir (104).

Sekil 2.17. Benzotiyazollerin genel yapisi (105)

Bazi benzotiyazol tiirevleri kinazlar1 hedefler, ayrica ¢ogu benzotiyazol
konjugatlar1 B-Raf ve Bcl-xL protein seviyelerinin module edilmesini saglayarak
apoptozisi indikler. Benzotiyazoller bu 0Ozellikleri ile kanser tedavisinde
kullanilabilirler. Benzotiyazoller =~ bu 06zelliklerini tirozin kinazlarin katalitik
domainlerine baglanmak igin ATP ile yarisarak gosterirler . Bazi benzotiyazol
tirevleri ise bir biyoliiminesans olan liisiferinin yapisinda bulunurlar ve florofor
olarak kullanilabilirler. Bir CA inhibitorii olan EZA siilfonamid tiirevi bilesiktir.

Benzotiyazol yapisi igerir. Diiiretik olarak gorev goriir.
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Benzotiyazoller  antitimor  etkilerinden  dolayr  genis  anlamda
aragtirtlmaktadir. Benzotiyazollerin antitiimor aktivitesi ile ilgili ilk caligmalar
Stevens ve ark. tarafindan yapilmistir (106). Bu grup tarafindan yapilan ¢aligmada
polihidroksilatli 2-fenilbenzotiyazol tirevleri sentezlenmis ve bu yapilarin ATP’ nin
antogonist etkisini taklit ettigi ve tirozin kinaz inhibitorii gibi davrandigr gorilmustiir
(107). Tim bunlara ek olarak benzotiyazol tiirevleri siiperoksit ayonlarina kars
koruyucu rol oynadiklart belirtilmistir (108). Benzotiyazol tirevi CA (zerindede
inhibisyon etkisi gosterdigi calismalarla gosterilmistir (109, 110). Gunumuizde,
antitimor  aktivitesini artirmak i¢in benzotiyazoller {izerinde modifikasyon
caligmalar1 yapilmaktadir . Bu modifikasyonlar sayesinde bir ¢ok benzotiyazol tlirevi

ve ¢ok cesitli farmakolojik 6zellikler elde edilmistir. (108, 111).

Yapilan bu c¢alismada da yeni bir inhibitor serisi olan benzotiyazol-2-il-
benzen sulfonamidlerin sitozolik CA izoenzimleri olan CA-1, CA-11 ve timor iliskili
CA izoenzimleri olan CA-1X ve CA-XIl {zerine olan inhibisyon etkileri

incelenmistir (Sekil 2.18).

R2

R3

=]

R1

d——n

R4

Sekil 2.18. Caligmada kullanilan inhibitorlerin genel yapist

Tablo 2.2” de ¢calismada kullanilan inhibitorler ve kimyasal adlar1 verilmistir.

30



Tablo 2.2. Calismada kullanilan inhibit6rlerin kimyasal olarak adlandirilmasi

Inhibitér Kimyasal ad1
AnAl N-(4-kloro-benzotiazol-2-il)- 4-
kloro-benzensiilfonamid
AnA2 N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -4-
kloro-benzenstlfonamid
AnA3 N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-4-
nitro-benzensuilfonamid
AnA4 N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-
benzensilfonamid
AnAb N-(4-kloro-benzotiazol-2-il)-4-
metoksi-benzensulfonamid
AnA6 N-(6-kloro-benzotiazol-2-il)-4-
metoksi-benzensulfonamid
AnA7 N-(6-kloro-benzotiazol-2-il)-4-floro-
benzensiilfonamid
AnA8 N-(6-floro-benzotiazol-2-il)- 4-
floro- benzensulfonamid
AnA9 N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-4-
floro-benzensulfonamid
AnA10 N-(6-floro-benzotiazol-2-il)-4-
metoksi-benzensulfonamid
AnAll N-(4-metil-benzotiazol-2-il)- 4-
floro-benzensilfonamid
AnA12 N-(4-metil-benzotiazol-2-il)- 4-metil
-benzensilfonamid
AnA13 N-(4-kloro-benzotiazol-2-il)-4-
metil-benzensilfonamid
AnAl4 N-(5,6-dimetil-benzotiazol-2-il)-4-

metil-benzensiilfonamid
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyaller

Calismada kullanilan CA-1, CA-Il, CA-IX ve CA-XII izoenzimleri ticari olarak
temin edilmistir. Kullanilan 14 adet sekonder benzotiyazol grubu igeren siilfonamid
ornegi ise Selanik Aristotales Universitesi Farmasotik Kimya laboratuvarinda Dr.

Athina Geronikakis ve grubu tarafindan sentezlenmistir.

Calismada kullanilan; fenol red, sodyum hidroksit, trihidroksi metil amino
metan (Tris), sodyum silfat, HEPES, dimetil silfoksit (DMSO), asetazolamit ve
nitrik asit Sigma Co. Ltd. tarafindan Almanyadan temin edilmistir. Karbondioksit

gaz1 ise piyasadan temin edilmistir.

3..1. Calhsmada Kullamlan Inhibitorler (Kimyasal Yapilar,

Adlandirilmasi, Formiilleri ve Molekiil Agirhiklari)

Cl
H N (@] E—
S
H S

N- (4-kloro-benzotiazol-2-il) -4-kloro-benzensulfonamid

Ma: 359,25
ANA1l
Sekil 3.1. AnA1’in kimyasal yapis1
H
HsC N (|3|
> )
HsC S o

N- (5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -4-kloro-benzensulfonamid
C15H;:3CIN,OLS,
Ma: 352,86
ANA2

Sekil 3.2. AnA2’nin kimyasal yapisi
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) N\ NH - NO,

N- (5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -4-nitro-benzensiilfonamid
CsH13N304S,
Ma: 363,41
AnA3

O—n—120

n—=2:=0

Sekil 3.3. AnA3’iin kimyasal yapist

) N\ NH o H

N- (5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -benzensiuilfonamid
C1sH14N>O5S,
Ma: 318,41
AnA4

Sekil 3.4. AnA4’ {in kimyasal yapisi

N\ NH o OCHg3
Ii )

N- (4-kloro-benzotiazol-2-il) -4-metoksi-benzensulfonamid
C14H,, CIN,O3S,
Ma: 354,83
AnAS

O0—n—=2~0

Sekil 3.5. AnA5’in kimyasal yapis1

N\ NH o OCHg

N- (6-kloro-benzotiazol-2-il) -4-metoksi-benzensilfonamid

C14H;; CIN,O3S;
Ma: 354,83
AnAG6

n—:~_0

0]

S

Sekil 3.6. AnA6’nin kimyasal yapisi
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n—12~0

-\ /

N- (6-kloro-benzotiazol-2-il) -4-floro-benzensiilfonamid

H
H N
Ny e
cl s o

C;3HgCIFN,O,S,
Ma: 342,80
AnA7

Sekil 3.7. AnA7’nin kimyasal yapist

n—2=0

N\ /

N- (6-floro-benzotiazol-2-il) -4-floro-benzensulfonamid

H
H N

N NH
F S o

Ci13HgFoN>0O5S,
Ma: 326,34
ANAS8

Sekil 3.8. AnA8’in kimyasal yapisi

m
HsC N

N NH \ / F
HsC S

N- (5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -4-floro-benzensiulfonamid
C5H13FN,O,S,
Ma: 336,40
AnA9

O—n—=2>0

Sekil 3.9. AnA9’un kimyasal yapisi

n—12~0

H
H N
\ NH \ / OCH3
F S o

N- (6-floro-benzotiazol-2-il) -4-metoksi-benzensiilfonamid
Ci14H1FN>O0;3S,
Ma: 338,38
AnA10

Sekil 3.10. AnA10’un kimyasal yapis1
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\ NH

S

\ / a
N- (4-metil-benzotiazol-2-il) -4-floro-benzensulfonamid

C14H11FN;O5S,
Ma: 322,38
ANAll

I I
Z
O0—n—12=0

Sekil 3.11. AnA11’in kimyasal yapisi

\ / CHg3

N- (4-metil-benzotiazol-2-il) -4-metil-benzensulfonamid
Ci15H14N>055,
Ma: 318,41
ANA12

\ NH

S

I I
Z
O—wn—=20

Sekil 3.12. AnA12’nin kimyasal yapisi

NH

\ / CHy

N- (4-kloro-benzotiazol-2-il) -4-metil-benzensiilfonamid
C14H; CIN;O,S,
Ma: 338,83
AnA13

I I
; ; |
) Z
Vi
O—n—y~=0

Sekil 3.13. AnA13’iin kimyasal yapis1

NH

\ / CHs

N- (5,6-dimetil-benzotiazol-2-il) -4-metil-benzensiilfonamid
Ci16H16N205S,
Ma: 332,44
AnAl4

I I
w w
0 0
§ ; |
()] /Z
Q—n—~0

Sekil. 3.14. AnA14’Un kimyasal yapisi
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3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buzdolabi (+4 C°): Hitachi

pH metre: Orion-model 920A

Hassas terazi: Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Kronometre: Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr

Otomatik pipetler: Eppendorf, Medisis, Gilson

Magnetik karistirici: ARE magnetic, heating stirrer IKA Combimag RCO
Vorteks: Fisons Whirli Mixer

Stopped-Flow Kinetic Aleti: SX.18MV-R Applied Photophysics

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

CA-CO2 Hidrataz Enzim Aktivitesi icin Kullanilan Tamponlar

e Stopped-Flow ve Maren metodu icin CO2 ¢ozeltisi; 20°C’de bidistile su

icinden CO> gegirilerek hazirlanmustir.

e Stopped-Flow tampon ¢6zeltisi: 0.01 M HEPES 4-(hidroksi etil)-1-Piperazin-
ethanstlfonik asit, 0.01 M Tris [hidroksimetil] aminometan hidroklorir
(TRIZMA HIDROKLORUR), 0.1 M NazSO4 pH 7.5.

o Stopped-Flow stok CA enzim cozeltileri; Ticari CA-I, CA-1l, CA-1X ve CA-
XII igin sirastyla 2.5X10°, 10° , 3.3X10°, 1.9X10° M stok c¢ozeltilerden
CA-l icin 10, CA-11, CA-IX ve CA-XII icin ise 107" M olarak hazirlanmustr.

e Stopped-Flow stok siilfonamid 06rnegi ¢ozeltileri: Kullanilan 14 adet
benzotiyazol tiirevi siilfonamid grubu bilesikler ile AZA ilk olarak 102 M
olarak hazirlanmis daha sonra 102 M’lik stok ¢ozeltiden sirasiyla 1073, 104,

10°, 10,107, 10® M olacak sekilde seyreltilerek kullanilmistir.
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3.2. Yontemler

CA enziminin aktivitesi iki sekilde Olg¢iilebilmektedir; birincisi, CA’in
fizyolojik aktivitesi olan CO»-hidrataz aktivitesidir, ikincisi ise in vitro sartlarda

gerceklestirdigi spektrofotometrik olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir (112).

3.2.1. COz-Hidrataz Aktivitesi Tayini (Stopped-flow Kinetik Aleti)

CO2-Hidrataz aktivitesi tayini SX.18MV-R Applied Photophysics Stopped-
Flow Kinetik aleti ile yapilmistir. Bu alet, hizli kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik

reaksiyonlarin stopped flow ile baglamasina izin verir (38).

Stopped flow 1 ms 100 s arasinda gerceklesen reaksiyonlari analiz etmek i¢in

kullanilan spektroskopik ve hizli kinetik tekniklerden en ¢ok kullanilanidir (113).

Sekil 3.15. Stopped-Flow kinetik aleti (114)

Klasik spektrofotometrik teknikler saniye altinda hizla gergeklesen reaksiyonlari
arastirmak i¢in kullanilamazlar. Tepkimeye giren maddeler manuel olarak eklenirse,
birka¢ saniye icinde karisir, kimyasal tepkime meydana gelir ve herhangi bir
spektrum degisikligi elde edilmez. Ancak Stopped-Flow yontemi ile tepkimeye giren
maddelerin anlik karistirilmasi ve mili saniyenin onda birinde data elde edinimi

saglanir (115).
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Stopped-Flow metodunda tepkimeye girecek olan maddeler bir karistirma
bolgesinin i¢ine es zamanli olarak enjekte edilir. Burada reaksiyona girerler. Daha
sonra buradan bir spektrofotometre hicresine ve en son olarak da durdurma
siringasina taginirlar. Durdurma siringasi dolar ve pistonunu bir durdurma bloguna
kars1 yonlendirir. Bu akim1 durdurur ve bilgisayarda bir veri toplama aktivasyonuna

neden olur (113) (Sekil 3.16).

Reaksiyonun ilerlemesi spektrofotometre hiicresindeki tepkimeye giren madde

ya da {irtiniin absorbansindaki degisikligin goriintiilenmesiyle takip edilir.

Haznesi = o
Olgiimii

B SOLUSYONU

% Karistirma Absorbans

Durdurma Siringasi l

Sekil 3.16. Stopped flow Kinetik aletinin ¢aligma prensibi (116)

Stopped-Flow cihazinda, enjekte edilen sivi hacminin stop siringasi tarafindan

siirlandirilmasi ile stopped flow saglanir.

Soliisyon stop siringasina dolar, piston baslatic1 diigmeye ¢arpar. Bu sayede

akim durur. Hiicredeki reaksiyon kinetikleri ol¢iiliir (117).

Stopped-Flow yonteminde kii¢iik 6rnek hacimleri kullanilir. Hizli analiz
yapilir. Cihaz asindirict maddelere kars1 dayaniklidir, genis bir sicaklik aralig: vardir

(+100°den -100’¢) ve yiiksek basingla calismaktadir (2 kbar). Stopped-Flow
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yonteminde 6lii zaman ad1 verilen bir kavrami vardir. Olii zaman karistirmanin sonu
ile 6l¢iim baslangici arasinda gecen zamandir. Bu siire elektronik olarak olgiiliir ve
ne kadar kisaysa o kadar daha iyi bir sonug elde edilir. Bu deger cihazin kinetik
performansinin belirlenmesi ve orneklerin konuldugu hiicrenin tasarim kalitesinin

belirlenmesi ac¢isindan 6nemlidir (113, 118).

Elde edilen kinetik analiz; reaksiyon hizi, reaksiyon mekanizmasinin
kompleksligi, kisa siireli reaksiyon aralik bilgisini belirleyebilir. Stopped flow
deneyleri reaksiyon kinetikleri iizerinde sicaklik, pH, reaktif konsantrasyonu gibi

parametrelerin etkinliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir. Bunlar disinda;

% Reaksiyon mekanizmalari

% Ilag¢ baglanma siireci

X/

¢ Protein yapisinin belirlenmesi

X/

¢ Protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi

X/

¢ Ligand baglanmasi
¢ Elektron transferi

¢ Floresans rezonans enerji transferi (FRET)

X/

+* Protein katlanmasi

7

% Enzimatik reaksiyonlar, kimyasal reaksiyonlar ve koordinasyon

reaksiyonlar1 stopped-flow Kinetik cihazinin kullanim alanlari igerisinde yer

almaktadir (114).

Cihazin temel avantajlarina , fizyolojik sartlar altinda pH ve sicaklik, reaksiyon
zamanlarmin ve reaktif miktarlarinin indirgemesine sahip olma, tekrarlanabilir

uretim drnek olarak verilebilir (38).
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Sekil 3.17. Prolin tuzlarimin degisik konsantrasyonlarinda meydana gelen CO; hidrasyon

reaksiyonunun stopped-flow kinetik cihazi ile incelenmesi (119).
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v Michaelis-Menten esitlii
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1,64 / Inhibitér -~ SIS
1w/ rd
‘J'
/ -
A M/ ~
1,04/ e ~
/ L -
08 e -
~ -
06 e !
/ - Name Range (min) ) )
0,41 //_1 - Data Set from 0 dA/min EA |Spectrum Information
024"
000_——‘ - ’ hCAIl_1.td 0,00 1,00 2,8753 2,8753 | hCAll 10-6M
000 02 04 06 03 1,0 1,2 14 15 BOS557_1.td| 0,00 1,00 1,06071 | 1,06071 | BOS57 10-8M
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min B0557_3.d| 0,00 1,00 | 005454 | 0,05454 | BOSS7 10-6M
BOS57 4.td| 0,00 1,00 0,01165 | 0,01165 | BO557 10-5M

Sekil 3.18. CA-II enziminin tek basina (mavi ¢izgi) olan adsorpsiyon spektrumu, ve

disulfonamid tureviyle beraber olan artig1 (38)

Stopped-Flow aletinde veri analizi yukarida goriilen spektrumdan anlagilacagi
uzere, hCA-Il enziminin bir stlfonamid tirevi ile birlikte ve tek basina olan ilk
kisimdaki egri azalisi ile fark edilmektedir (Sekil 3.18.). dA/dak. oranindan K; degeri
Michaelis-Menten esitligi kullanilarak hesaplanir (38).
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada 14 adet sekonder benzotiyazol grubu iceren silfonamid
trevinin sitozolik CA-l, CA-ll izoenzimleri ve timor iliskili CA-1X, CA-XII
izoenzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmis ve her bir inhibitoriin 4 farkl
CA izoenzimiyle olan inhibisyonu sekil 4.1- 4. 56 grafikleri ve 4.1-4.14 tablolar ile
verilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayr1 inhibitdr konsantrasyonu igin ¢izilmistir (10
M-10° M). Grafikler calismada kullanilan 14 adet inhibitoriin CA aktivitesinde
yuzde (%) olarak ne kadar bir degisime sebep oldugunu gostermektedir. Tablo 4.1-
4.14° de ise soz konusu izoenzimlerin Isp (enzim aktivitesinin yarisini inhibe eden
inhibitdor konsantrasyonu) degerleri verilmistir. Etkili bir inhibisyon ig¢in,
inhibitorlerin lso degerlerinin inceledigimiz konsantrasyon araliginda (108M-10°M)

olmasi beklenmektedir.

4.1. AnAl

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid turevi olan Anal’in sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-IX ve
CA-XII iizerindeki tizerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.1-4.4°
de gosterilmistir. inhibisyon grafikleri 4 ayr1 inhibitér konsantrasyonu igin ¢izilmistir

(108 M-10° M). Tablo 4.1°de ise s6z konusu izoenzimlerin lso degerleri verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnAl’in en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.

%100
%80
%60 1%

%40

%20

%CA aktivitesi

%0

0 108 M 107 M 10% M 10° M

inhibitdér konsantrasyonu (M)

Sekil 4.1. AnA1’in CA-1 (10 M) enzimi Gzerindeki inhibisyon etkisi
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%CA aktivitesi
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Sekil 4.2. AnA1’in CA-II (10-7 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi

%CA aktiivitesi
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Sekil 4.3. AnAl’in CA-I1X (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.4. AnA1’in CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Tablo 4.1. AnA1’in CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 0,44 0,81

4.2. AnA2

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tirevi olan Ana2’nin sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-1, CA-I1 ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-IX ve CA-

XII Gzerindeki Gzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.5-4.8’de

gdsterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin ¢izilmistir

(10 M-10° M). Tablo 4.2°de ise soz konusu izoenzimlerin lso degerleri verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA2’nin en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.

100% €<106%
0, i
80% 73% 710
o 60% 61%
=
£ 40%
©
g 20% A
X
0% _
0 108 M 107 M 105 m 10° M
inhibitér konsantrasyonu (M)

Sekil 4.5. AnA2’nin CA-I (10% M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.6. AnA2’nin CA-1l (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.7. AnA2’nin CA-IX (107 M) enzimi Gzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.8. AnA2’nin CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.2. AnA2’nin CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 0,5 1,42

4.3. AnA3

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tlrevi olan Ana3’ln sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-1, CA-I1 ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-IX ve CA-

XI1 Gzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.9-4.12°de

gdsterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin ¢izilmistir

(10 M-10° M). Tablo 4.3 de ise soz konusu izoenzimlerin lso degerleri verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA3’0n en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.

%2100 1006%
%80 -
0,
D 69% o 64% . 64%
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X
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inhibitér konsantrasyonu (M)

Sekil 4.9. AnA3’Uin CA-1 (108 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.10. AnA3’0n CA-11 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.11. AnA3’lin CA-1X (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.12. AnA3’0in CA-XI1 (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Tablo 4.3. AnA3°Un CA izoenzimleri lizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 5,46 0,3 0,9

4.4. AnAd

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tlrevi olan Ana4’in sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-l, CA-II ve tiimor iliskili CA izoenzimleri olan CA-I1X ve
CA-XII tizerindeki iizerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.13-
4.16’da gosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin
cizilmistir (108 M-10° M). Tablo 4.4’de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA4’lUn en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.13. AnA4°n CA-I (10° M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.14. AnA4°0n CA-11 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.15. AnA4’tin CA-1X (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.16. AnA4’(in CA-XI1 (107 M) enzimi zerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.4. AnA4°Un CA izoenzimleri lizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 0,08 0,77

4.5. AnAS

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tirevi olan Ana5’in sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.17-
4.20°de gbosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayr1 inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10® M-10"° M). Tablo 4.5°de ise séz konusu izoenzimlerin lso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnAS5’in en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.17. AnA5’in CA-I (10°° M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.18. AnA5’in CA-I1 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.19. AnA5’in CA-IX (107 M) enzimi Gzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.20. AnA5’in CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.5. AnA5’in CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 8,1 0,09 0,78
4.6. AnA6

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tirevi olan Ana6’nin sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.21-
4.24°de gbsterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin
cizilmistir (10® M-10"° M). Tablo 4.6°da ise s6z konusu izoenzimlerin lso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA6’nin en etkili inhibisyon etkisini

CA-IX izoenzimi lizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.21. AnA6 min CA-I (10°° M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.22. AnA6’nin CA-I1 (107 M) enzimi Uizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.23. AnA6’nin CA-IX (107 M) enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.24. AnA6’nin CA-XII (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.6. AnA6’nin CA izoenzimleri tizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 8,9 0,08 0,72
4.7. AnA7

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tirevi olan Ana7’nin sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-l, CA-ll ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-IX ve

CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.25-

4.28’de gosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (108 M-10° M). Tablo 4.7°de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA7’nin en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi Uzerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.25. AnA7’nin CA-I (10% M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.26. AnA7°nin CA-I1 (107 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.27. AnA7’nin CA-IX (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.28. AnA7’nin CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.7. AnA7’nin CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 0,94 0,09
4.8. AnA8

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tirevi olan Ana8’in sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve

CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.29-

4.32°de gbosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10® M-10"° M). Tablo 4.8’de ise séz konusu izoenzimlerin lso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnAS8’in en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi tizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.29. AnA8’in CA-I (10°° M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.30. AnA8’in CA-I1 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.31. AnA8’in CA-IX (107 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.32. AnA8’in CA-XII (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.8. AnA8’in CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 2,07 0,09
4.9. AnA9

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tlrevi olan Ana9’un sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve

CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.33-

4.36’da gbosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayr1 inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10® M-10"° M). Tablo 4.9°da ise séz konusu izoenzimlerin lso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA9’un en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi tizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.33. AnA9’un CA-1 (10 M) enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.34. AnA9’un CA-11 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.35. AnA9’un CA-1X (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.36. AnA9’un CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.9. AnA9°un CA izoenzimleri tizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 6,71 0,09
4.10. AnA10

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tirevi olan AnalO’un sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.37-
4.40°da gosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin
cizilmistir (10 M-10"° M). Tablo 4.10°da ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA10’un en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi tizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.37. AnA10°un CA-I (10°® M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.38. AnA10’un CA-I1 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.39. AnA10’un CA-IX (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.40. AnA10’un CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.10. AnA10’un CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 >10 0,09

4.11. AnAll

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tirevi olan Anall’in sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.41-
4.44°de gosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10 M-10"° M). Tablo 4.11°de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmistir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnAl11’in en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi Uzerinde gosterdigi gortilmektedir.
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Sekil 4.41. AnA11’in CA-I (10" M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi

61




%100
%80
%60
%40
%20

%CA aktivitesi

%C

=

57%

108 M 107 M 1075 M 107 M
inhibitér Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.42. AnA11’in CA-II (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.43. AnA11’in CA-IX (1077 M) enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.44. AnA11’in CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.11. AnAl11’in CA izoenzimleri lizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 >10 0,06
4.12. AnAl12

Benzotiyazol grubu iceren silfonamid tiirevi olan Anal2’nin sitozolik CA

izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-IX ve

CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.45-

4.48°de gbosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitdr konsantrasyonu igin

cizilmistir (10 M-10° M). Tablo 4.12°de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA12’nin en etkili inhibisyon etkisini

CA-XIl izoenzimi Uzerinde gosterdigi goriilmektedir.

100%
80%
60%
40%
20%

%CA aktivitesi

0%

85%

107% M

inhibitor Konsantrasyonu (M)

68%

107 M

65%

107514

Sekil 4.45. AnA12’nin CA-l (10 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.46 AnA12’nin CA-11 (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.47. AnA12’nin CA-1X (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.48. AnA12’nin CA-XII (107 M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.12. AnA12’nin CA izoenzimleri Gizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 >10 0,47

4.13. AnA13

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tirevi olan Anal3’ln sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.49-
4.52°de gbosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayri inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10 M-10"° M). Tablo 4.13’de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA13’ln en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII izoenzimi tizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.49. AnA13°Un CA-I (10°® M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.50. AnA13°0n CA-I1 (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.51. AnA13’tin CA-1X (107 M) enzimi Gzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.52. AnA13°0n CA-XII (107 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.13. AnA13’ln CA izoenzimleri Uizerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
>10 >10 >10 0,07

4.14. AnAl4

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tirevi olan Anal4’in sitozolik CA
izoenzimleri olan CA-I, CA-Il ve tumor iliskili CA izoenzimleri olan CA-1X ve
CA-XII Uzerindeki Uzerindeki inhibisyon etkilerini gosteren grafikler sekil 4.53-
4.56’de gosterilmistir. Inhibisyon grafikleri 4 ayr1 inhibitér konsantrasyonu igin

cizilmistir (10 M-10"° M). Tablo 4.14°de ise s6z konusu izoenzimlerin Iso degerleri

verilmigtir.

Grafiklere ve tabloya bakildiginda AnA14’tn en etkili inhibisyon etkisini

CA-XII ve CA-II izoenzimleri lizerinde gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.53. AnA14°Un CA-I (10°° M) enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.54. AnA14°Un CA-I1 (107 M) enzimi tzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.55. AnA14°Un CA-IX (107 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 4.56. AnA14°tUn CA-XII (107 M) enzimi Uzerindeki inhibisyon etkisi




Tablo 4.14. AnA14’Un CA izoenzimleri Uzerindeki Iso degerleri

Iso degerleri (uM)
CA-l CA-lI CA-IX CA-XII
8,11 0,9 >10 0,09
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5. TARTISMA

Bu calismada timor iliskili CA’lar; CA-IX, CA-XII ve sitozolik CA’lar;
CA-1, CA-1l izoenzimleri Uzerinde 14 adet yeni sentezlenmis benzotiyazol grubu

iceren siilfonamid turevlerinin inhibisyon ¢alismalari yapilmistir.

CA-IX ve CA-XII izoenzimleri, timdrlt dokularda ekspresyonu gozlenen CA
izoenzimleridir (85). CA-IX ve CA-XII'nin ylksek katalitik aktiviteleri sayesinde
timor mikrocevresinin  asidifikasyonu saglanmaktadir ve tumér hicrelerinin
ekstraselliler matrix boyunca ilerlemesi kolaylasmaktadir (86). CA-IX ve CA-XII,
timor hiicrelerinde eksprese olduklarindan dolayi potansiyel birer anti-kanser hedefi
olarak ifade edilmektedirler (63). Bu timor iliskili izoenzimlerin farmakolojik
etkileri s6z konusu bu izoenzimler ve antikanser tedaviler icin 6nemli bir

yaklasimdir.

Calismamizda orijinal olarak sentezlenen benzotiyazoller; antittiberkiler,
antimikrobiyal, antimalaryal, antikonvilsant, antihelmintik, aneljezik,
antiinflamatuvar, antiobezite ve antitimor gibi farmakolojik aktivitelere sahiptirler
(104). Bundan dolay1 benzotiyazoller ile yapilan modifikasyon ¢alismalar ile bir¢ok
benzotiyazol tiirevi ve ¢ok cesitli farmakolojik 6zellikler elde edilmistir (106).

Sulfonamidler CA inhibisyonu Zn*2 baglayici fonksiyonu icin kullanilan en
onemli yapilardan biridir (45). Bir ¢ok siilfonamid bilesigi , CA-IX ve CA-XII
izoenzimleri iizerine olan inhibisyon etkisini bulmak icin arastirilmaktadir (101).
CA-IX ve CA-XII izoenzimlerine karsi segici inhibisyon etkisi gosteren ve kanser
tedavisinde s6z konusu bu izoenzimleri hedefleyen siilfonamid tiirevleri gelistirmeye
yonelik ¢alismalar devam etmekte ve bu inhibitorlerin klinikte kullaniminin uygun

hale getirilmesi amaglanmaktadir (97).
Benzotiyazol grubu iceren silfonamidlerin CA Uzerinde inhibisyon etkisi

oldugu literatiirde yapilan c¢alismalarla gdosterilmistir (109). Bu molekiillerin

metabolik asidoz ve intraokiiler basinci azalttigi literatiirde yapilan calismalarda
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mevcuttur (110). Ginlmizde, antitimor aktivitesini artirmak i¢in benzotiyazoller

tizerinde ¢esitli modifikasyon calismalar1 yapilmaktadir.

Supuran ve grubunun yaptiklart bir calismada, CA-1X ve CA-XII izoenzimleri
icin dizayn ettikleri 6.pozisyonunda silfonamid iceren 2-aminobenzotiazollerin bu
izoenzimler Uzerinde Ki degerlerini CA-1X i¢in; 2,1-295 nM, CA-XII i¢in; 4,3-9,5
nM, CA-Il icin; 3.5-45.4 nM; CA-I icin ise 7,5-77,1 nM araliginda bulmuslardir.
Inhibitorlerin  stilfonamid grubunun CA izoenzimlerinin aktif bolgedeki Zn*?
iyonuna, benzotiyazol grubunun ise Zn*? iyonuna 5 A uzakligindaki aktif bolge

kavitesine baglandigin1 gézlemlemislerdir (111).

S6z konusu c¢alismada, yeni sentezlenmis benzotiyazol-2-il-benzen
stlfonamidlerin CA-l1, CA-Il, CA-IX ve CA-XII (zerindeki in vitro inhibisyon
etkileri arastirilmistir. Calismanin 6zgiinliigiinii siilffonamid grubunun baglanma
pozisyonunun farkliligi olusturmaktadir. Ciinkii ¢alismamizda sulfonamid grubu,
hem benzotiyazol grubunun 2. karbon atomuna, hem de bir benzen halkasina
baglanmustir. Benzotiyazol-2-il-benzensutlfonamidlerin CA-1X ve CA-XII igin daha
etkin inhibisyon gosterdigi, ancak 6.pozisyonunda silfonamid iceren 2-
aminobenzotiazollerin CA-I, CA-Il, CA-IX ve CA-XII izoenzimleri igin etkin
inhibisyon etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Bu ylzden yeni sentezlenen bu
inhibitorlerin timor iliskili CA-IX ve CA-XII izoenzimlerinin anti-kanser ajani

olarak hedeflenmesinde aday molekiiller oldugu kanaatindeyiz.

Inhibisyona neden olan benzotiyazol grubu iceren siilfonamid tirevlerinin

inhibisyon etkisi Ki ve Iso olmak iizere iki farkli degerle verilebilir (38).

En pratik parametre Iso degeridir. Clnku, K; sabitinin belirlenmesi icin en az
iki sabit inhibitor konsantrasyonunda caligmalar yapilmakta ve her bir sabit inhibitor
konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu igin hiz degerleri
belirlenmektedir (120). Bu nedenle ¢ok sayida arastirmacinin inhibisyon etkisini
tespit etmek igin Iso degerini kullandiklari literatiirde gosterilmektedir (121-124). Iso
degeri;  substrat  konsantrasyonlart1  sabit  tutularak,  degisik  inhibitor
konsantrasyonlarinda, ylizde aktiviteler belirlenmesi ve daha sonra grafik yolu ile %
50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonun tespiti ile hesaplanmaktadir
(38).
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Dolayisiyla calismamizda daha pratik olan Iso degerleri tespit edilmistir.

Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid tlrevlerinin lso degerlerini bulmak igin
Stopped-Flow Kinetik aletinde optimum sartlarda CO2 substratinin  doygun
konsantrasyonunda (1.7-17 mM) calisilmistir. Bu amagla kullanilan Maren metodu
CA aktivitesinde bilinen eski ve en cok tercih edilen metottur (125). Ancak 6zellikle
CA-1X ve CA-XII izoenzimlerinin aktivitelerinin yiiksek olmasi ve timorli
dokularda eksprese olmasi nedeniyle enzim aktivite tayin Olcimund mimkin
kilmamaktadir. Stopped-Flow yontemi ise bilinen en hizli kinetik tekniklerden biridir
(113). Bu yiizden ¢alismamizda daha hassas olan Stopped-Flow Kinetik aleti ile
aktivite tayin metodu kullanilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4. 1-4. 56 grafikleri
ve Tablo 4.1-4.14 ile verilmistir. Calismamizda kullanilan 14 adet yeni sentezlenmis
benzotiyazol grubu iceren silfonamid tlrevleri igin s6z konusu CA izoenzimlerini
inhibisyon degerleri Tablo 5.1 ve Sekil 5.1-5.2’de ise karsilagtirilmali olarak

Ozetlenmistir. Buna gore;

AnAl4; CA-I ve CA-II icin en etkili bilesik olarak tespit edilmistir. Buna
gore belirlenen Iso degerleri siras1 ile 8,11 ve 0,9 uM’dir. AnAl4 bilesigi, CA-1l
izoenzimi Uzerinde CA-l izoenzimine gore cok daha etkin bir inhibisyon etkisi

gostermistir.

AnA4, AnA5, AnAG, tiimor iliskili CA-IX izoenzimi igin en iyi inhibisyon
etkisini gosteren bilesiklerdir. Iso degerleri sirasiyla, 0,08; 0,09; 0,08 uM olarak

bulunmustur.

AnA7, AnA8, AnA9, AnAl0, AnAll, AnAl3 , ve AnAl4 timor iligkili
diger bir izoenzim CA-XII igin etkili inhibisyon etkisi gosteren bilesiklerdir. Isg
degerleri CA-XII i¢in sirasiyla 0,09; 0,09; 0,09; 0,09; 0,07; 0,09 uM olarak

bulunmustur.

AnA3, AnA5 ve AnA6 bilesikleri, CA-1l, CA-IX, CA-XII izoenzimlerinin
Uclintde etkili bir sekilde inhibe etmistir. AnA3’Un Isp degerleri sirasiyla 5,46; 0,3;
0,9 UM olarak; AnAS5’in Iso degerleri sirasiyla 8,1; 0,09; 0,78 uM olarak; AnA6’nin
Iso degerleri ise sirayla 8,9; 0,08; 0,72 uM olarak belirlenmistir.
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AnAl ve AnA2 bilesiklerinin de tiimor iligkili CA izoenzimlerini etkin bir
sekilde inhibe ettikleri goriilmektedir. AnA1’in lsp degerleri CA-IX igin 0,44 uM,;
CA-XII i¢in 0,81 uM’dir. AnA2 bilesigi kullanilarak elde edilen lso degerleri ise CA-
IX'i¢in 0,5 uM; CA-XII igin 1,42 uM’dur.

Tablo 5.1. Benzotiyazol grubu iceren sulfonamid orneklerinin CA-l, CA-ll, CA-I1X, CA-XII

izoenzimleri iizerinde go6zlenen inhibisyon degerleri (AZA Kkontrol olarak

kullanilmistir).
Iso0 (LM)
Izoenzim
Inhibitor CA-I CA-11 CA-IX CA-XII

AnAl >10 >10 0,44 0,81
AnA2 >10 >10 0,5 1,42
AnA3 >10 5,46 03 0.9
AnA4 >10 >10 0,08 0,77
AnA5 >10 8,1 0,09 0,78
AnAG6 >10 8,9 0,08 0,72

AZA 0,25 0,005 0,08 0,09
AnA7 >10 >10 0,94 0,09
AnAS8 >10 >10 2,07 0,09
AnA9 >10 >10 6,71 0,09
AnA10 >10 >10 >10 0,09
AnAll >10 >10 >10 0,06
AnA12 >10 >10 >10 0,47
AnA13 >10 >10 >10 0,07
AnAl4 8,11 0,9 >10 0,09

AZA 0,2 0,009 7,6 0,05
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Benzotiyazol grubu igeren siilfonamid olan ve ¢alismada kullanilan AnA14’
iin timor iligkili CA-XII’ yi inhibe ederken, sitozolik olan CA-l ve CA-II
izoenzimlerini de inhibe ettigi, CA-IX’ u ise inhibe etmedigi goriilmektedir. Bu
yuzden AnAl4 inhibitdérinin timor iliskili CA-IX izoenzimi igin segiciligi s6z
konusu degildir. Ancak, AnAl14’Un CA-II izoenzimi iizerinde gosterdigi etkili
inhibisyon olduk¢a dikkat g¢ekmektedir. AnAl4 bilesiginin CA-Il ile iliskili
hastaliklarda CA-II"yi hedeflemede aday bir molekil olabilecegi diisiiniilmektedir.

ANAS ve AnAo6 bilesikleri CA-IX’u etkin bir sekilde inhibe etmenin yaninda,
CA-Il Uzerindede etkili bir inhibisyon etkisi gosterdigi icin CA-IX’u hedeflemede
AnA4’ {in daha etkin olacagi sOylenebilir. Bu nedenle AnA4’Un 6zellikle tumor
iligkili CA-IX tizerindeki etkin inhibisyonu bu bilesigin gelecekteki anti-kanser ilag

dizaynlar1 i¢in 6nem arz etmektedir.
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Sekil 5.1. Benzotiyazol grubu igeren stilfonamidlerin (AnA1-AnA6), CA izoenzimleri tizerindeki

Iso degerleri (108-10"° M arasindaki inhibisyon degerleri gdsterilmistir.)

Iso (M)

2
Lo | : _
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mCA-l mCA-lIl mCA-IX mCA-XII

Sekil 5.2. Benzotiyazol grubu iceren stilfonamidlerin (AnA7-AnA14), CA izoenzimleri lizerindeki

Iso degerleri (10-10° M arasindaki inhibisyon degerleri gosterilmistir.)
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak yapilan ¢alismada asagidaki bulgular elde edilmistir.

Tumor iliskili CA izoenzimleri CA-IX ve CA-XII (zerinde benzotiyazol

grubu iceren siilfonamid tdrevlerinin inhibisyon etkileri arastirilmistir.

Ayrica bu bilesiklerin sitozolik CA izoenzimleri CA-1 ve CA-Il uzerindeki

inhibisyon etkileride arastirilmistir.

Benzotiyazol grubu iceren silfonamidlerin timor iliskili CA izoenzimleri
uzerinde sitozolik olan CA izoenzimlerine gore daha etkili bir inhibisyon

etkisinin oldugu belirlenmistir.

CA-l izoenzimi uUzerinde AnAl4 bilesigi en etkili inhibisyon etkisini

gostermistir.

AnA3, AnA5, AnA6 ve AnAl4, CA-Il icin etkili inhibisyon o6zellikleri

gosteren siilfonamid tarevleridir

AnAl4 bilesigi, CA-Il izoenzimi Uzerinde cok etkili bir inhibisyon
gostermistir. AnAl4 bilesigi CA-II ile iliskili hastaliklarda CA-II’ yi
hedeflemede aday bir molekul olabilir.

AnA4, AnA5 ve AnA6, CA-IX igin etkili inhibisyon Ozellikleri gosteren

benzotiyazol grubu iceren siilfonamid 6rnekleridir.

AnA4, CA-IX izoenzimini hedeflemede ideal bir molekil olabilir.

AnA7, AnA8, AnA9, AnAl10, AnAll, AnAl3 ve AnAl4, CA-XII icin etkili

inhibisyon 6zellikleri gosteren siilfonamid bilesikleridir.

CA-IX ve CA-XII izoenzimlerinin aktiviteleri dizayn edilecek olan gesitli
aktivator ve inhibitorlerle diizenlenebilir. Bu sayede saglikli olan hiicrelerin

fizyolojik gorevlerini yerine getirmesi icin elzem olan sitozolik CA
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izoenzimleri etkilenmeksizin kanser tedavisinde minimum toksisite,

maksimum terapotik hedef yaklagimi saglanabilir.
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