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OZET

4-(2-AMINO ETIL) BENZEN SULFONAMIT TUREVI BILESIKLERIN
ANTIKANSER OZELLIKLERININ INCELENMESI
Berrin UMURHAN
Biyokimya, Yuksek Lisans Tezi

Kanser tedavisinde kemoterapiyi kisitlayan en 0Onemli sorunlardan biri
geleneksel kemoterapik ajanlarin kanserli dokuya spesifik olmamasidir. Bu yiizden,
kanser hicrelerine spesifik yeni molekullerin tespitine yonelik yeni calismalar
yapilmaktadir. Karbonik anhidraz-1X (CA-1X) bircok kanser tiriinde ve hipoksik
kosullarda neredeyse tim timorli dokuda ifade edilirken normal dokularin
bircogunda gorilmemektedir. Daha Onceki yapilan calismalarda 6zellikle solid
tumorlerdeki CAIX ekspresyonunun tumgriun tanisi ve prognozu ile iliskilendirilmesi
bu enzimi kanser tedavisinde biyobelirte¢ ve kanser hiicrelerine yonelik spesifik bir
hedef haline getirmistir. Stlfonamitler bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip olmakla
birlikte antitimor etkisini tarif eden gesitli mekanizmalar bulunmaktadir. En belirgin

mekanizmasinin CA-1X enzimi tzerine inhibisyon oldugu tespit edilmistir

Bu calismanin amaci, CA-1X’ a yiksek afinite gdsteren, yeni sentezlenen dort
adet 4-(2-amino etil) benzen stlfonamit tlrevi bilesigin CA-1X sentezleyen HELA
(insan serviks adenokarsinom hicre hattr), CA-1X sentezlemeyen MDA-MB-231
(insan metastazik gogus adenokarsinom hicre hattl) ve PNT-1A (normal insan
prostad hicre hattr) hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri belirlemektir. Ayrica en
yiksek sitotoksik etki gosteren bilesigin HELA hiicre proliferasyonu ve apoptozisi
uzerindeki etkisi ile bu etkinin ROS seviyesi ile korelasyonunu incelemektir.

Sulfonamid turevi bilesiklerin hicre canlihgr Gzerine etkileri WST-1 testi ile
belirlenerek her bir bilesigin 1Cso degeri hesaplandi. Sitotoksik etki duzeyi yiksek
olan bilesigin; hiicre proliferasyonu izerindeki etkisi BrdU ELISA yéntemi, apoptoz
ve nekroz indiksiyonu flow sitometrik annexin-V analizi, hicre igi serbest radikal

degisimi ROS prop yontemiyle arastirildi.



Test edilen dort adet 4-(2-amino etil) benzen sulfonamit bilesiginden H4
bilesiginin HELA hticreleri (zerinde sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi
tespit edildi. Ayrica H-4 bilesiginin hicrelerde apoptozu tetikledigi ve
indlksiyonunun hiicre igi serbest radikal artisina bagli olabilecegini gostermektedir.

Bu calismadan elde edilen verilere gére, H4 bilesiginin 3 boyutlu hiicre kilturi
ve hayvan deneylerinde test edilmesi, kanser tedavisi i¢in yeni ve spesifik ilag

gelistirmeye yonelik arastirmalara blyik katki sadlayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikal, apoptozis, stifonamid, karbonik anhidraz-1X
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF DERIVATIVES OF
4-(2-AMINOETHYL) BENZENESULFONAMIDE
Berrin UMURHAN
Biochemistry, Master Thesis

One of the most important problems that limit chemotherapy in cancer treatment
is traditional chemotherapeutic agents are not specific to cancerous tissue. Therefore,
new studies carried out to discover new molecules specific to cancer cells. Carbonic
anhydrase-1X (CA-1X) is not present in most of the normal tissues, although it is
excreted in almost all tumor tissues in many types of cancer under hypoxic
conditions. In previous studies, the association of CA-1X expression in solid tumors
with tumor diagnosis and prognosis has made this enzyme a biomarkers for cancer
diagnosis and also a specific target for cancer cells. Sulphonamides have many
biologic activities as well as evidence that they have antitumor activity. Its most
important effect has been shown to be inhibition on the enzyme CA-IX.

The aim of this study was to investigate the effect of four newly synthesized 4-
(2-aminoethyl) benzenesulfonamide derivative compounds on high affinity to CA-1X
were tested for cytotoxic effects on CA-IX synthesized HELA (human cervical
adenocarcinoma cell line), non CA-IX synthesized MDA-MB-231 (human metastatic
breast adenocarcinoma cell line), PNT-1A (normal human prostate cell line) cell
lines. Also to test the compound with highest cytotoxicity on proliferative and
apoptotic efects on HELA cells and correlate the apoptotic effects with ROS levels.

The effects on the cell viability of the sulfonamide derivative compounds were
determined by WST-1 test, and than 1Cs, value of each compound was calculated.
The highest cytotoxic compound were used for a subsequent analyses; cell
proliferation by BrdU, apoptosis and necrosis induction by annexin-V expression
using flow cytometry, intracellular free radical exchange by ROS prop.

Vil



From the four tested 4- (2-aminoethyl) benzene sulfonamide compounds,
compound H4 was found to have a high cytotoxic and antiproliferative effect on
HELA cells. It also shows that H-4 induces apoptosis in cells and that induction may
be due to increased intracellular free radicals.

According to the data obtained from this study, to test H4 compound in 3-
dimensional cell culture and animal experiments will greatly contributeto research

for development new and specific drug for cancer treatment.

Keywords: Free radical, apoptosis, sulfonamide, carbonic anhydrase-IX
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1.GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglarin etki mekanizmasini
kisitlayan baslica iki 6nemli sorun bulunmaktadir Bunlardan biri, kullanilan
kemoterapik ajanlarin kanser dokuyla birlikte normal dokulara da zarar vererek
istenmeyen yan etkilere sebep olmasidir. Digeri ise kanser hiicrelerinin kemoterapik
ajanlara karsi coklu ilag direnci kazanmasi sonucu tedavinin yetersiz kalmasidir
(1,2). Bu nedenlerden dolayi giinimuzde kanser tedavisi igin etkin ve spesifik ilag
gelistirme yontemlerin arastirilmasi son derece 6nem kazanmistir. Son zamanlarda
kanser tedavisi arastirmalari, hedefe 0zgl biomarkir ve tedavi tekniklerinin

gelistirilmesi Uzerine odaklanmaktadir.

CA-1X, kanserli dokularda ifade edilen bir enzim olup CA enzim ailesinin bir
uyesidir. Hicre i¢ci mekanizmasi karbondioksit ve sudan bir proton ile bikarbonatin
uretildigi geri donustimli reaksiyonu katalize eder. CA-1X transmembran bir enzim
olup bircok kanser tlrinde sentezlenirken birkag normal dokuda sinirh
gorulmektedir. CAIX, hipoksi de dahil olmak (zere stresli kosullarda timorlerde
aktive oldugu goralmastar (3,4).

CA-IX, timor pH'sini diizenleyerek kanser hucrelerinin hayatta kalmasini
saglar. Hipoksi 6ncesi CA-1X aktivasyonu, timdr hicrelerinin hipoksik kosullarda
hayatta kalmasini ve proton Ureterek hicre dist pH’nin dismesinde rol oynar.
Normal hicreler igin mikrocevre ortaminin asidifikasyonu; hucresel solunum gibi
yasamsal hicre i¢i mekanizmalari durdurarak oOldiriicu olabilmektedir. Tumor
hiicrelerinin CA-IX'lar1 hiicre ici pH'y1 alkalize eden HCO; Ui (ireterek kanser
hicresinin 6limind 6nlemektedir. Bu nedenle, CA-IX tumaér htcrelerinde normal

hiicrelere kiyasla hayatta kalma avantaji saglar. (5).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda solid timarlerdeki CAILX ifadesi tumdrin
tanisi ve prognozu ile iliskilendirilmesi bu enzimin kanser tanisinda biyobelirte¢ ve

spesifik bir hedef haline getirmistir. Kanser tedavisine yonelik yapilan ¢alismalarda



CA-IX enzim inhibitdrlerinin kullanilmasi tedavisi igin umut verici sonuglar ortaya

cikarmistir.

Sulfonamidler, hicre igi bircok biyolojik aktiviteye sahip inhibitorlerdir.
Mikrotubullerin - bozulmasi, anjiyogenez inhibisyonu, G1 evresindeki hicre
dongusunin durmasi gibi stlfonamidlerin antitimor etkisini tarif eden cesitli
mekanizmalari bulunmaktadir. En 6nemli mekanizmasi CA-1X enzimi (zerine

inhibisyon oldugu tespit edilmistir (6-9).

Bu calismanin amaci yeni sentezlenip, CA-IX inhibitor 6zelligi tespit edilen
dort adet 4-(2-amino etil) benzen sulfonamit tdrevinin; hicre canlihgi Gzerine
etkileri WST-1 testi ile belirlenerek her bir bilesigin 1Cso de@eri hesaplandi En
yuksek sitotoksik etki gosteren bilesigin HELA hiicre proliferasyonu ve apoptozisi
uzerindeki etkisi ile bu etkinin ROS seviyesi ile kiyaslandi.

Cahisma sonucunda; WST-1 yontemiyle yapilan sitotoksisite analizi sonucunda
sentezlenen dort adet 4-(2-amino etil) benzen sulfonamit turevi bilesiklerden H-4
bilesiginin en guclu sitotoksik etkiyi CAIX sentezleyen HELA hiicreleri Uzerinde
gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu maddenin HELA hiicrelerinde antiproliferatif etki
gosterdigi BrDU ELISA yontemiyle tespit edildi. Sitotoksik etki diizeyi yiiksek olan
2.maddenin (H-4) HELA hucreleri Gizerinde apoptotik etki gosterdigi flow sitometrik
annexin-V ile tespit edildi. Doza bagli olarak hiicre ici serbest radikal (ROS) artisina

yol agarak apoptozise yol actigi gézlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, insan hticrelerinin fiziksel ve fizyolojik islevlerini bozan, bir organ ya
da dokudaki htcrelerin kontrolsiiz boltinerek ¢ogalmasi sonucu olusan kéti huylu
timorler olarak tanimlanmaktadir. Kanser, ¢oziimlenememis 6nemli bir saglik
problemidir ve hastaliklara bagli 61im nedenleri arasinda ikinci sirada bulunmaktadir
(10,11).

Klinik olarak koken aldiklari hiicre tipine gore farkli davranislar sergileyen
kanser, ylze yakin kompleks hastaliklari kapsayan bir olgu olarak tanimlanmakla
beraber baslangic yaslarina, blyltme oranlarina, metastazlarina, evrelerine ve
tedaviye verdikleri yanitlara gore cesitlilik gostermektedir. Bunlara ragmen tim
kanserler, molekiler seviyede ortak karakteristik Ozellikler sergilemektedir (12).
Kanser hucreleri ile normal vicut hicreleri birbirinden farkhidir. Normal viicut
hicreleri sistemli olarak buyir, bolinir ve 6lir. Eger yeni hucreler gerekmiyorsa her
hiicre kendi mekanizmasiyla hicre bélinmesini durdurur. Bu durum kanser
hicrelerinde farkhdir. Kanser hiicreleri buyumeye, bolinmeye kontrolsiz ve
bagimsiz bir sekilde devam ederek vicudun diger bdlgelerine yayilirlar, birikerek
tumorleri meydana getirirler. Tumorler normal dokularin iclerine sizabilir, normal
dokulari sikistirabilir ve tahrip edebilir. Tumorden ayrilan kanser huicreleri kan ya da
lenf yoluyla vicudun dider bdélgelerine yayilabilirler. Kanserin vicudun diger
bblgelerine yayilimina metastaz adi verilir (13).

Kansere cesitli faktorler sebep olmaktadir. Bu faktorler; yasam sekli ve
beslenme, mesleki faktorler radyasyon, hava Kkirliligi, su Kirlili§i, kanserojen
maddeler, bulasici ajanlar, endokrin ve hormon bozucular ve bagisikhgin azalmasi
gibi etkenlerdir (14). Kanser kompleks bir hastaliktir. Hucre sinyali ve apoptozis gibi
bircok hucresel fizyolojik sistemini etkileyerek cok basamakli bir karsinogenez
stireci olusturur ve bu kanseri daha da anlasiimaz yapar (15). Kanser, 6nlenebilmekte

ve erken yakalanildiginda ise tedavi edilebilir bir hastalik grubu olup diinyada oldugu
3



gibi Tirkiye’de de hastalik yiki acisindan 6nemli bir saglik sorunu olarak
gorulmektedir (16, 17).

2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, diinyada 6liim nedenleri arasinda olup kalp ve damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada bulunmaktadir (18). Oniimiizdeki yillarda da kanser insidansinin
yuksek olacagi ve gelecekte birinci sirada 6lim nedeni olacagi tahmin edilmektedir
(19). Gelismis ve gelismekte olan (lkelerin verilerine bakildiginda kanser
insidanslari ve profillerinde Ulkeler arasi farkhliklar goralmustur. Gelismis tlkelerde
erkeklerde akciger ve prostat kanserleri gorilurken kadinlarda ise meme ve
kolorektal kanserlerinin daha sik oldugu gdzlemlenmistir. Gelismekte olan Ulkelere
bakildiginda ise erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanserleri; kadinlarda meme
ve servikal kanserleri daha sik gortlmistir. Turkiye’de erkeklerde akciger, prostat
ve mesane kanseri daha yuksek oranda gorilirken kadinlarda ise meme, tiroid ve

kolorektal kanserler daha yaygin olarak gozlemlenmistir (20).

Turkiye’de erkeklerin kanser insidansi diinya insidansinin (zerindedir ve
kadinlarda ise bir miktar disuktur. Avrupa Birligi Ulkeleri ve Amerika gibi
gelismislik duzeyi yiksek olan ulkelerle kanser kiyaslandiginda Tarkiye’de hem
kadinlarda hem de erkeklerde insidansin daha disiik oldugu gézlemlenmistir (21).

Globocan 2012 verilerine bakildijinda kanser vakalari ile kansere bagh
Olumlerin yarisindan fazlasinin az gelismis Ulkelerde oldugu goérulmistar. 2012
yilinda Dilnya’da toplam 14,1 milyon kisi kansere yakalanmis ve 8,2 milyon Kisi
kansere bagli hayatini kaybetmistir. Artan nifus ve nifustaki yaslanmaya bagl
olarak kanser artis hizinin stirmesi durumunda 2025 yilinda dinyada toplam 19,3
milyon Kisinin kanser olacag! belirtilmistir (22).



2.1.2. Kanser Tedavisi

Kanser halk arasinda tedavisi olmayan bir hastalik olarak bilinmektedir. Fakat
erken tani ve tedavi ile kanserli hastalarda énemli bir iyilesme oldugu gorulmektedir.
Kanser tek tir bir hastalik degildir, degisik cinsleri vardir ve degisik organlari tutar.
Kanserin bazi tirlerinin tedavisi glicken birgok kanser turtnln tedavisi mimkin
olmaktadir. Kanser tedavisinde basari kanserin cinsine, yayginligina ve tedavinin
dizenliligine baghdir (23). Kanser hastaliginin tedavisinde cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hormon terapi, immunterapi ve hedeflenmis terapi gibi cesitli tedavi
yontemleri kullanilmaktadir (24). Genel olarak terapotik anlamda kullanilan temel

tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir (25).

2.1.2.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi, eski zamanlardan beri kullantlan bir yontem olup giiniimuzde de
kanserden iyilesen hastalarin 6nemli bir kisminda ilk tedavi yontemi olarak
kullaniimaktadir.  Cerrahi  tedavi profilaktik olarak gelisen  kanserlerin
engellenmesinde, dokudan bir parca alinarak (biyopsi) kanser tanisi konmasinda ve
metastaz olmayan durumlarda kanserli dokunun veya kitlenin viicuttan alinmasinda
cok sikhikla kullanilmaktadir (23,26). Cerrahi, kanserde farkli amaglarla
kullanilmaktadir. Bunlar tanisal cerrahi, dnleyici cerrahi, kiratif (radikal) cerrahi ve

palyatif cerrahidir.

Tanisal cerrahide kanserin kesin teshisi icin kanserli dokudan 06rnek
alinmaktadir. Kanserli dokudan kanserin cinsi ve yayginligina gore sadece biyopsi
alinmakta ya da kanserli dokunun tiimii ¢ikartilmaktadir. Onleyici cerrahi "kanser
oncesi lezyonlar" olarak bilinmekte ve kendisi kanser olmadigi halde kesin kansere
dontsecegi bilinen dokularin cikartilmasidir. Kanser cerrahisinin esasi kuratif
cerrahidir. Bu cerrahide kanserli dokuyla yayilma olasithginin yiuksek oldugu komsu
bolgeler cikartilmaktadir. Fakat birgok kanser turinde, kanserli dokular ameliyatla
tamamen ¢ikarilsa da gosterilemeyen mikroskopik yayilimlar nedeniyle cogu zaman
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cerrahiye ek olarak ilag tedavisi ve radyoterapi gereklidir. Erken ddnemde tani
konulan hastalarda hastalik yayilmadan yakalandigi i¢in basari sansi ¢ok yiksektir.
Palyatif cerrahi, ilerlemis kanser durumlarinda hastaligin acil sorun yaratan bazi
bulgularini dizeltmek, dnlemek, yasami uzatmak igin yapiimaktadir (23).

2.1.2.2. Radyoterapi

Radyoterapi, iyonizan isinlarla kanserli huicreleri 6ldirmeye dayanan bir tedavi
yontemidir. Radyoterapide X-isinlari, gamma isinlari, elektronlar gibi iyonize 1sinlar
kullanthr. Bu 1sinlar kanserli hicreyi tahrip ederek etkisini gostermektedir. Fakat
bazi kanser cinsleri radyoterapiye duyarliyken bazilari da direnclidir (23,26).
Radyoterapi de, cerrahi gibi radikal ve palyatif amacglar icinde kullanilmaktadir.
Radikal radyoterapiye bazi erken donem beze kanserleri, beyin tiimorlerinde
cerrahiden sonra radyoterapi uygulanmasi ve rahim agzi kanserler gibi kanserler

ornek verilebilir (23).

Palyatif radyoterapi, ameliyat sansini kaybetmis hastalarda, ameliyat riski
yiksek hastalarda kanama, agri, organ tikanikhklari gibi durumlari dizeltmek icin
yapilan tedavi yéntemidir (23). Radyoterapinin en biyuk dezavantajlarindan birisi
zararh hucreleri oldurturken saghkli hicreleri de &ldurmesidir. Bu tedavi
yonteminde kusma, sa¢ kaybi, halsizlik, istah kaybi gibi sik gorilen yan etkiler
gorulmekte ve bu da hastanin yasam Kkalitesini etkileyebilmektedir. Bu nedenle
baska tedavi yontemleri goz dntinde bulundurulmahdir (26).

2.1.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi, ilagla yapilan bir tedavi yontemi olup en etkili ve yaygin
kullanilandir. Sitotoksik etkisiyle kanser hiicresinin gogalmasini énleyerek hticreleri
yok etmekte ve normal dokulara en az zarar vermektedir (27). Kemoterapi, kanser

tanisindan sonra kanseri 6nlemede en yaygin uygulanan yontemdir.



Kemoterapi insanda kanser gelisimini onleyici sentetik veya dogal maddelerin ayri
ayri ya da birlikte kullanimi olarak tarif edilmektedir (28).

1940’h yillarda mustard gazinin kan hicrelerine etki ettiginin gdzlenmesiyle
baslayan kemoterapi gunimizde c¢ok yaygin bigcimde kullanilmakta ve halen
kullanilan 50'den fazla kanser ilaci bulunmaktadir. Kemoterapi sistemik bir tedavidir;
sadece hastaligin basladigi yere degil, uzak bolgelere yayilmis olan, tespit edilen
veya edilmeyen tum kanserli hucrelere etki etmektedir. Bu amagclar icin kullantlan
cesitli kimyasal maddeler; alkaloidler, antibiyotikler ve bazi hormonlar vb. ilaglardir
(23). Gunumiizde kemoterapi, cerrahi ve radyoterapi ile birlikte kullaniimaktadir. Bu
sayede bir¢ok kanser tiriinde iyilesme oraninin arttigi gézlemlenmistir (29).

2.1.2.3.1. Kemoterapinin Yan Etkileri

Kemoterapi ilaclari, bagirsak ve agiz mukoza epiteli, testisin jerminatif epiteli,
kil folikill hucreleri, kemik iliginin hematopoietik hucreleri, embriyo ve fotls
hucreleri gibi hem normal hem de kanserli hucrelerin gelismesi ve ¢ogalmasini
onlemek amaciyla kullaniimaktadir. Bu ilaglar etki 6zelliklerinden dolayi bireyde
rahatsiz edici bir dizi yan etkilere neden olabilmektedir (19,30,31). Hastalarda
kemoterapi strecinde veya sonrasinda kemik iliginin baskilandigini ve buna bagl
olarak aneminin ortaya ¢iktiyi gozlemlenmistir. ikincil tiimér olusumu ve timor

metastazi gibi yan etkilere neden oldugu tespit edilmistir (32).

Kemoterapi ilaclarinin baglica yan etkileri; bulanti, kusma, sa¢ dokilmesi,
kemik ili§ginin baskilanmasi ve akyuvar sayisinda dismelerdir. Bu yan etkilerin ¢cogu
gecicidir ve kolayhkla kontrol altina alinabilmektedir. Bazi yan etkiler ise kalici
olabilir; bunlar kalbe, akcigerlere, Ureme sistemine olan etkilerdir. Uzun slre
kemoterapi alanlarda kisirlik da gorulebilmektedir (23). Kemoterapi goren hastalarin
metastazi olan bireylerde sirekli agrilar, metastazlari olmayanlarda ise aralikl

agrilar beklenenin Gzerinde oldugu tespit edilmistir. (33).



2.2. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz enzimleri (CA), (E.C.4.2.1.1) cinko iceren metalloenzim
ailesinin Uyelerinden biridir ve karbondioksitin (CO;) hidratasyonunu geri
dondstimlu olarak katalizler (34).

CO,+H,0, 2 HCO3” +H*

Sekil 1. Karbonik anhidrazlarin genel tepkimesi.

CA'lar, canli organizmalarda hemen hemen her yerde bulunur. Hayvan, bitki ve
bakteri hucrelerinde cesitli fonksiyonlara sahiptir. Neredeyse tim organizmalarda
bulunan CA'larin katalitik aktivitesi oldukga yiksektir ve yulksek etkinlik
izoenzimleri olarak bilinen en etkili enzimler arasindadir (35). CA aktivitesi, pH
homeostazini duzenlenmesindeki roliinden baska bikarbonat gerektiren erken
karboksilasyon basamagini igeren biyosentetik slrecleri kolaylastirmaktadir. Bu
stregler glikoneogenesis, bazi aminoasitlerin sentezi (piruvat karboksilaz), lipojenez
(piruvat karboksilaz ve asetil CoA karboksilaz), tireojenez (karbamil fosfat sentetaz)
ve pirimid sentezi (Karbamil fosfat sentetaz I1)’dir (36).

2.3. Karbonik Anhidraz Enzimlerin Turleri

insanlarda CA’larin 15 izoformu (CA-I, CA-1l, CA-Ill, CA-VA, CA-VB, CA-

VI, CA-VII, CA-VIII, CA-1X, CA-X, CA-XI, CA-XII, CA-XIII, CA-XIV ve CA-
XV) ifade edilmektedir. Bunlardan 12'si katalitik aktiviteyi gostermektedir. CA-VIII,
CA-X ve CA-XI, katalitik aktiviteye sahip degildir ve bu enzimler CA ile ilgili
proteinler (CARP'ler) olarak adlandiriimaktadirlar (37). Aktif izoformlar arasindaki
katalitik etkinligin farkliliklarindan baska, hucresel dagilim ve lokalizasyonu da
farkli olmaktadir. Bunun sonucu olarak farkl fizyolojik sureclerde rol
oynamaktadirlar (3,37,38). Bu izoenzimlerin bazilari (CA-I, CA-11, CAlll, CA-VII,
CA-XII1) sitosoliktir, bazilari ise (CA-1V, CA-IX, CA-XII ve CA-XIV) membrana
8



bagh sekilde bulunur. CA-V mitokondriyaldir. (Sekil 2.) CA-VI salya ve sit icine
salgilanmaktadir (39). CA izoenzimlerin anormal bicimde ekspresyonu genellikle
bir dizi hastalikla iliskilendirilmistir. Bu hastaliklar; irtifa hastaligi (CA-11), édem
(CA-I11), glokom (CA-I1, CA-1V), obezite (CA-VA) kanser (CA-IX, CA-XI1), kisirhk
(CA-XI11), ve hemolitik anemi (CA-I) (38,40).

lateral

Sekil 2. Aktif CA izoenzimlerinin hiicredeki yerlesimleri (41).

CA'larin alfa sinifi, birbirleri ile cakisan islevsel rollere sahiptir ve oldukca
homologdur. insanlarda sentezlenen CA'lar, kendi aralarinda tiim Katalitik
izoformlarin aktif bdlgeleri igcinde dnemli bir koruma ile en az % 30 primer sekans
kimligini paylasmaktadirlar (42). Aktif bdlge, konik bir boslugun altinda bulunur ve
burada ¢inko iyonu ¢ histidin kalintisi ve bir su / hidroksit molekdlu ile bir
tetrahedral koordinasyonda konumlandirilmistir (43). CA'larin katalitik bolgesi, aktif
bdlgenin girisine bitisik hidrofobik ve hidrofobik bdlgeler tarafindan korunarak
karakterize edilir. Sekil 3’de CA-11 ve CA-IX arasindaki benzerlikleri ve farkliliklari
aktif bolge ile cevresinde gostermektedir (44).



B d

Asn/GInB}

VallLeu135 .
1207 Trp209 &
* 2 Thr199 y

Asn62

pLeul98 1900

‘ Eu/Ala204 - Higb4
g
>
Sekil 3. CA-IX'un ig¢ boyutlu yapisi (PDB ID: 3lIAl). Hidrofobik (kirmizi) ve hidrofilik (mavi)

aminoasitler; CA-11 ve CA-IX arasinda korunan aminoasitler (beyaz) ve degisik olan aminoasitler
(sarr) (45).

-

2.3.1. Karbonik Anhidraz IX (CA-1X)

Karbonik anhidraz-1X  (CA-IX), karbondioksit ve sudan bir proton ve
bikarbonat Uretildigi geri dontsumli reaksiyonu katalize eden karbonik anhidraz
(CA) enzim ailesinin bir Gyesidir. Diger enzimlerin aksine birgok kanser formunda
sentezlenmekte ancak ¢cogu normal dokuda ¢ok az gorilmektedir (9). CA-1X sentezi
dogrudan hipoksi indukleyici faktor (HIF) elemanlarinin artisi ile artmakta olup
timor hicresinin hayatta kalimi, proliferasyon, migrasyon, biyime, adezyon, pH
dizenlenmesi ve hiicre sinyal yolaklarinda rol oynadigi tespit edilmistir.(46-48). CA-
IX membrana bagli bir sekilde hiicre yuzeyinde bulunur ve solid timorlerde gorular.
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Ozellikle bobrekle ilgili hiicre karsinomlarinda (RCC), servik, over, kolon, bas,

boyun karsinomlarinda asir1 sentezlenmektedir.

CA-1X’un hicre vyuzeyinde aktivite gostermesi COy’in hidratasyon ve
dehidratasyonu sonucunda klortur-anyon degistiricisi olarak hiicre membraninda yer
almasinda ve HCOjz anyonlarinin tekrar sitoplazmaya tasinmasinda 6nemli gorevleri
vardir. Bu membran bagh tumor iliskili izoenzimin eksraselluler asiditeyi kontrol
ettigi ve boylelikle katepsin B ve matriks metaloproteaz B (MMP-9) gibi hicre
yuzey proteazlarinin aktivasyonuna etkisi, bu enzimin hipoksiya ve kanser terapisi

icin dnemli oldugunu gdéstermektedir (49).

2.3.1.1 CA-1X’un Yapisi ve Fonksiyonlari

CA-1X geni, kromozom 9'un pl2-pl3 boblgesinde lokalize olup CA-1X
proteinini kodlayan 11 ekzonu icermektedir (50). CA-1X geni, 459 amino asitten
olusan (aa) bir homodimer transmembran glikoproteini kodlar. Bir proteoglikan
benzeri bolge (PG) (59 aa), katalitik bdlge (CA) (257 aa) bir sinyal peptidi bdlgesi
(enzim olgunlasmasindan 6nce uzaklastirihr) (37 aa), transmembran bélge (TM) (20
aa), ve bir C-terminal intraselliler bolge (25 aa) icermektedir (51). CA-IX'da PG
domeinin varligi, diger CA izoformlariyla Karsilastirildiginda hicre adhezyon
kabiliyetinden sorumlu oldugu ve asidik tumor mikro cevresinde katalitik aktivitesini

strdurdagu dasuntlmektedir (52).

Kutle spektroskopisi ve X isini kristalografisi, dimer araylzi stabilize etmek
icin hidrofobik kalintilarin bir bdélgesi ile birlestirildiginde, olgun homodimerin
komsu Cys137 kalintilari arasinda molekiller arasi bir disulfid képrist bulundugu
tespit etmistir. (3,53). N-bagl ve O-baglantili glikozilasyon bdlgelerinde sirasiyla
Asn 309 ve 78'de bulunur (54). CA-IX'un katalitik domeini aktif bolgede yuksek
amino asit muhafaza eden alfa-CA'lara yapisal olarak homologdur (55). CA-1X'da,
ug histidin kalintisi olan His 226, 228 ve 251, aktif bdlge yarikinin tabanindaki ¢inko
iyonunu koordine eder; Kristal yapida (PDB ID: 3IAl) asetazolamid (AZM), ¢inko
iyonu etrafinda tetrahedral bir koordinasyonu koruyan ¢inko bagl su / hidroksit (Zn-
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OH / H,0) molekilintn yerini alir. CA izoformlari arasindaki degiskenlik aktif
bélgenin hidrofobik ve hidrofilik cepleri ile yilizey amino asitlerinde goralir.
(53,54,56).

CA-IX'un katalitik etkinligi ve CA-II'ninkinden hizlidir; CA I, 1.4 x 106 k
katsayisi sergilerken, CA-1X'un kcat degeri 3.8 x 105'tir (38,57). CA-I1X"un en kritik
rolt, ozellikle tumér mikro cevresinde hicre disi pH duzenlemesidir. Proliferatif
kanser hicreleri, genellikle kanserojen metabolizma sirasinda blyik miktarlarda
laktat, karbondioksit ve proton dretir. Bu metabolik son drlnler hicre disi ortamda
birikerek hiicre disi pH degerini énemli 6lcude dustrur. Karbondioksitin hidrolizi
sirasinda CA-1X tarafindan dretilen bikarbonat anyonlari fizyolojik olarak hicre ici
pH'ya yakin bir seviyede tutmak ve hiicre i¢ci pH seviyelerini tamponlamak icin
anyon tastyicilart vasitasityla hicrenin igine tasinirlar. Reaksiyondan (dretilen
protonlar hiicre disi kaldigindan timar ¢evresinin asidik yapisina katkida bulunurlar
CA-IX fonksiyonu tiimoér hicresinin hayatta kalmasinda dnemli rol oynar. (58).

2.3.1.2. Kanser ve Normal Dokulardaki CA-1X Sentez Durumu

Hastalik disi bir durumda CA-IX’un ifadesi 6zellikle duodenum, jejunum ve
ileumdaki kriptik enterositlerin bazolateral yuzeyleri ile sinirhdir (59). CA- IX'un en
belirgin seviyeleri, bu proliferatif kript hicrelerinde goriilmekle birlikte CA-1X,
bagirsak kok hiicre proliferasyonunda ve bazi metabolik fonksiyonlarin
dizenlenmesinde rol oynar (60). Northern blot ve immunhistokimyasal boyamayla
CA-IX ifadesinin yumurtalik koelomik epitelyumda, sa¢ folikil hucrelerinde,
pankreatik duktal hiicrelerde ve fetal rete testiste oldugu tespit edilmistir (61,62).

Bagirsak, akciger, iskelet kasinin embriyonik dokularinin gelismesinde ve
yetiskin dokularin azalmasinda da yiksek CA-IX ekspresyon seviyeleri
gOzlemlenmistir. Bu gozlemler CA IX ekspresyonunun dncelikle normal dokulardaki
disuk pH ve yuksek hiicre proliferasyon oranlariyla iliskili oldugunu géstermistir.
CA-1X ektopik olarak cesitli neoplastik dokularda ifade edilmektedir. Gogus,

akciger, bobrek, kolon / rektum, serviks uteri, agiz boslugu (kafa / boyun), safra
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kesesi, karaciger, beyin (yuksek dereceli), pankreas ve gastrik epitel malignitelerinde
ekspresyonu gozlemlenmistir (58,61, 62).

Daha yakin zamanlarda, CA-IX, kanser hucreleri ile molekuler karsilikli
etkilesime giren stromal hucrelerde anlamli ekspresyon diizeylerine sahip oldugu
gorilmustir. Ozellikle HIF-1'in redoks temelli stabilizasyonu yoluyla kansere bagl
fibroblastlarda (CAF'ler) CA-1X'un ifade edildigi gosterilmistir. CAF'lerde CA-1X
ifadesinin komsu kanser hiicrelerinde epitel-mezensimal gecisleri (EMT) slirmesi
icin gerekli asidik hicre disi ortami sagladigi dustntlmektedir (63). Bu bulgularin
toplanmasi birgok solid timdrde timor hipoksi olaylarinin bir tani belirteci olarak
CA-1X’u gOstermektedir (61).
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Tissue ¢ L X
Skin  — — Broast ——
Oral cavity —
—— Uterine cervix —
Body cavity linings ~ —— —
- Endometrium [ —
sophagus —_—
Smallintestings ~ "CGCE_-I_G—_———— — CNSichorold plexus —
Colon  pem— —_— Sollvary glands e —
Respiratory tract —_—
” Tostls  — —
idney _—
Gall bladder  —
CNSneurons and glia* ——
Stomich  —
Liver _—
Prostate I
Pancreas  p— —

Sekil 4. Farkl insan dokularindaki CA-IX seviyesi. (*) : Yiksek dereceli timdr dokularini belirtir
(64).

CA-IX ekspresyon seviyeleri, gesitli kanser tirleri igin prognostik belirtecler
olarak gorev yapmaktadir. Ozellikle beyin, gogus, servikal, rektal veya akciger
kanseri muzdarip hastalardan ayni zamanda yuksek CA-IX dizeyleri gosteren
hastalar tipik bir sekilde daha kotl bir prognoz géstermislerdir. Buna karsin, agik
hicre renal hicreli karsinom (CCRCC) hastalari i¢in diusuk CA-1X seviyeleri kot
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bir klinik sonuca isaret etmektedir (48,52,58). CA-1X'un hipoksik timér mikrogevre
korunmasina katkisi ve hastanin prognozu ile yuksek korelasyona sahip olmasi, CA-
IX’u hem biyolojik belirte¢ hem de ila¢ hedefi haline getirmistir (52).

2.3.1.3. CA-IX"un Hipoksi ve Kanserdeki Rolu

Hipoksi, metastatik tumadrlerde yaygin gorilen bir durum olup, hucrelerin hizla
cogalmasi ve metabolizmalarinda bir kayma nedeniyle oksijenden yoksun
birakilmasidir (65). Hipoksi bolgeler genellikle tumdrlerde gorilir ve kanser
biyolojisi ile tedavilere olan yanitini derinden etkilemektedir (66,67). Klasik olarak,
tumor endotel hucrelerinin yapisal anomalileri ile kombine edilen yliksek oranda
kanser hiicresi cogalmasi disik oksijen seviyelerine sahip timér bolgelerini
induklemektedir. TUmaor hicreleri, hipoksi indiklenebilir faktérlerin transkripsiyonel
aktivitesini indikleyerek bu hipoksik mikrocevreye hizla uyum saglayabilmektedir
(68). Hipoksik hticreler, oksidatif DNA hasari, DNA zincir kiriklari, genetik hatalar
gibi stres indiklli hasarlar ile karsi karsiya kalarak hicrenin biyimesini kisitlar ve
hlcre 6lumtne yol acar. Fakat kanser hiicreleri hipoksik sartlara adapte olmalari ve
hayatta kalmalarini saglayacak genetik degisiklikler gecirirler. Bunun sonucunda da
hayatta kalmaya devam ederek daha invaziv, metastatik bir fenotip kazanir. Boylece
radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemlerine karsi daha direncli hale gelirler
(69).
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Sekil 5. Hipoksi ile indiiklenebilir genlerin aktivasyonu (70).

Tumor hicreleri, disuk oksijen konsantrasyonlarina maruz kaldiginda ¢ogu
faktor kontrol eden hipoksi indlkleyici faktor-1’in (HIF-1) ekspresyonunu artirirlar.
HIF-1 sinyalinin aktivasyonu timoér hucrelerinin dustk oksijen kosullarinda
yasayabilmesi icin dnemli bir adaptasyondur (71). HIF’ler oksijen bagimh HIF-1a
altunitesi ve oksijenden bagimsiz HIF-1p alttnitesi bulundurur. HIF-1 alt birimi aril
hidrokarbon niikleer reseptori (ARNT) olarak da bilinmektedir (72). a alt biriminin
Pro 402 ve Pro 504 reziduleri normoksik kosullar altinda prolil hidroksilaz domain
proteini (PHD2) ile O, bagiml hidroksilasyona maruz kalmaktadir. Bu modifikasyon
a alt biriminin von-Hippel Lindau (VHL) timor supressor proteini ile etkilesim
kurmasina neden olur ve bu sayede a alt biriminin proteozomal degredasyonu
saglanir (69). a alt birimi hipoksik ortamda degrede olmaz. Cekirdege tasinirak 3
altbirimi ile dimerize olur. Bu kompleks HIF hedef genlerinin enhensir promotor
bdlgesininde icinde bulundudu hipoksi duyarh elementin 5-RCGTG-3 konsensus
sekansina baglanmaktadir (72). Tumorlerin  hipoksik ortama adaptasyonda,
anjiyogenez, anaerobik enerji saglanmasi, metabolik regilasyon, pH dengesi ve

apoptozisde gorev alan genlerin transkripsiyonuna hipoksi duyarli element yardimci
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olmaktadir (73). Vaskuler endotelyal biyime faktori (VEGF) ve karbonik

anhidrazlar, HIF-1’in ylzlerce hedefi arasinda en ¢ok calisma yapilanlaridir (69).

CA-IX ifadesi dogrudan HIF elemanlarinin artisi ile artmakta olup tumor
hiicresinin sagkalimi, proliferasyon, migrasyon, biyiime, adezyon, pH diizenlenmesi
ve hicre sinyal yolaklarinda rol oynadigi gosterilmistir (46-48). CA-1X'un baslica
islevi, hipoksi ile indiklenen timor progresyonu olgularda potansiyel 6nem
tastyabilecek beta-katenin ile etkilesimi yoluyla E-cadherin aracili huicre adezyonunu
module etmesine ragmen, solid timérlerde sik gorilen hipoksik kosullar altinda
hicre ici pH homeostazini korumaktir (74). Bu nedenle timdrlerdeki CA-1X
ekspresyonu hipoksi belirteci ve kotu prognoz belirteci olarak kabul edilmekle
birlikte antikanser tedavisi icin bir klinik potansiyele sahiptir (75).

CA-1X ekspresyonu, hipoksi ve / veya asidozise karsi gucli ve sik bir adaptif
tepki olusturdugunu géstermektedir ve bu da bu mikrogevre streslerine maruz kalan
kanser hucreleri icin faydal oldugu gozlenmistir. Hem deneysel hem de klinik
bulgular, 6zellikle bozulmus bir pH homeostazinin fenotipik sonuclariyla iliskili
durumlarda CA-IX'un cesitli secici avantajlar sagladigini gostermektedir. Birincisi
CA-IX, hipoksi ve / veya asidoz durumunda kanser hucrelerin i¢in hayatta kalma
avantajl saglamaktadir. Bunu genetik olarak manipule edilen CA IX ekspresyonu
veya CA aktivitesinin inhibitorleri kullanilarak yapilan klinik 6ncesi birgcok
calismada agikga gosterilmistir. Tim vakalarda, CA-1X’un baskilanmasi, katalitik
domainin silinmesi veya farmakolojik inhibisyon sonucunda timor ksenograftlarinin

blyumesini 6nemli 6lctide azalma ile sonuglandigi gortlmustir (76-78).

Ikincisi ise CA-1X’un kemoterapi, radyoterapi ve anti-anjiyojenik tedavi de
dahil olmak Uzere bircok tedaviye karsi direncli oldugu gortlmektedir. Klinik dncesi
kanitlar CA-1X ekspresyonlari farkli olan insan tumaér hicreleri ile ksenograftlanmis
hayvanlarin radyasyon veya cesitli ilaglarla (kemoterapttik ajanlar ve CA
inhibitorleri) tedavi edilen ¢calismalarina dayanmaktadir. Yuksek bir CA-1X diizeyine
sahip timorlerin deneysel tedaviye daha az yanit verdigini ancak CA-1X katalitik
aktivitesinin inhibisyonuyla kemo veya radyo duyarliligi 6nemli 6lctde gelistirdigi
gorulmastir (79,80). Benzer sekilde, CA-IX inhibisyonu, anti-anjiyojenik terapinin
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anti-VEGF antikoru ile etkisini arttirdigi bilinmektedir (77). Yapilan bu ¢alismalarda
CA-I1X'un pH dizenleyici islevi, timor hicrelerinin ilag veya radyasyonun toksik
etkilerinden korunmasi i¢in 6nemli oldugunu ve hiicre digi asidozun ila¢ alimi ile

radyasyon hasarini olumsuz etkileyebilecegini gdstermektedir (81).

CA-IX’un kanser ile iliskisini destekleyen cesitli 6zelliklere sahip oldugu

gOrulmustdr. Bunlar;

1) Sadece birka¢ normal dokuda, yani gastrointestinal epitelde bulunur (82).

2) CA-IX ekspresyonunun cogunlukla karsinomalar olmak Uzere genis bir aralikta
tumorlerde goralar (83).

3) CA-IX ekspresyonu, yuksek bir renal hiicreli karsinoma (RCC) yuzdesinde
gorilen von Hippel Lindau (VHL) inaktivasyonu ile iliskilidir (84).

4) Hipoksiye baghidir ve cesitli non-RCC timérlerinin agresif bir fenotipi ile
iliskilidir (75).

5) CA-IX transkripsiyonel seviyede HRE araciliiyla hipoksi indikleyici faktor
tarafindan transkripsiyon baslatma alaninin yanina lokalize olan HRE (HIF) (agirlikli
olarak HIF-1 izoformu) vasitasiyla gucli bir sekilde aktive edilmektedir (85).

6) Fonksiyonel duzeyde hipoksi ile induklenmektedir (86).

7) PI3K / Akt yoluna sinyal iletiminde ve hipoksi ile aktive olan protein kinaz A'dan
(PKA) sorumludur (86,87).

8) pH kontrol mekanizmasinin bileseni olup timoér biyolojisinde aktif rol oynar.
Tumor hicrelerini hipoksi ve onkojenik metabolizma kaynakli stresten koruyarak
tumor hicresinin hayatta kalmasina ve tedavi direncine katkida bulunur (76,79,88).
9) Ayni zamanda hicre ayrismasini, adhezyonu, migrasyonu ve invazyonu
kolaylastirir (89-91).

10) Hucre yuzeyine maruz kalan katalitik alani ve N-terminali proteoglikan bdlgesi
ekstraselliler bosluga bakar ve bdylece dis ortam (ECD) spesifik antikorlar ve
katalitik aktivitenin inhibitorleri i¢in ulasilabilir olmaktadir (78,92).

11) Yiksek derecede kararli bir proteindir ve bir metalloproteinaza bagimh bir
sekilde atilabilir. (93-95).
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12) Guglu algilama ve antikanser 6zellikleri ile CA-1X'un farkli alanlari i¢in spesifik
birkag¢ monoklonal antikor vardir ve CA-1X enzim aktivitesinin umut verici segici
inhibitorleri de gelistirilmektedir (96-98).

2.4. CA-IX inhibitorleri ve Kanser Hedeflemesindeki Rolleri

Sulfonamid bazl bilesikler, karbonik anhidraz inhibitér (CAl) siniflari arasinda
en gicli ve en cok kullanilanlardir. Bu bilesikler, cinko baglanan su / hidroksit
molekdlinin yerini ¢inko-baglama grubu (ZBG) olarak bir silfonamit yoluyla
tetrahedral koordinasyonunu koruyan cinko iyonuna baglanir (38,99). insanlarda
sentezlenen CA'lari arasindaki aktif bdlgenin korunan mimarisin dolayr bazi
stlfonamidler, CA-IX i¢in alt nanomolar aralikta inhibisyon sabitleri sergilemekte ve
dier CA'lari inhibe etmektedir. insanlarda sentezlenen biitin katalitik CA'larda
¢inkoyu koordine eden (¢ histidin Thr 199 ve Glu 106 korunur (55). Hem T199 hem
de E106 katalizde rol oynamaktadir (57,100). T199 hidrojen, OH grubuyla ¢inko
bagh su / hidroksit ile baglanirken, E106 hidrojen T199 ile baglanir (101). Bir
ZBG'yi kullanan kiclk molekidl agirlikh CAl'ler, aktif bdlge bosluguna derine
baglanma egilimindedir ve CA izoformlari arasinda degisen amino asitlerle genis
caph etkilesim kurmazlar, boylece onlarin ayrim yapmayan inhibisyon profillerine
katkida bulunurlar. Bu nedenle daha iyi izoforma 0zgl CAl'ler icin alternatif
yaklasimlar gelistirilmistir. Kuyruk yaklasimi bu yontemlerden en basarili olanidir.
Kuyruk yaklasiminda bir kimyasal parca (heterosiklik veya aromatik) bir ZBG'nin
bir organik iskelesi tzerine eklenmektedir (38,99).

Cesitli CAl'lerin yapisal analizi, CA-1X'u segici olarak inhibe etmekte yararl
sergileyen, ilaglarin tasarimint mumkin hale getirmistir. Kuctik molekulli
inhibitorlerin gelistirilmesinin yani sira, CA-1X'a spesifik antikorlar ve bunlarin
konjugeleri, glinimuzde bazi Faz 11l klinik galismalarda gelistirilmislerdir. M75 ve
G250, enzimlerin proteoglikan domeinini taniyan iki monoklonal antikordur
(102,103). CA IX'a baglandiktan sonra bu antikorlar timér hiicresinde adhezyon ve

motilitesinde bir azalmaya neden olur ve dogal oldurlcl hucrelerin yok etmek igin
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timor hicrelerini hedeflemesine neden olur (54,104,105). Yiksek baglanma afinitesi
olan monoklonal antikorlarin gelistirilmesi, CAI ila¢ tasariminda yaygin olarak
gorulen hedef disi etkileri sorununu ortadan kaldirir (103).

On ilaglar, 2000'li yillarin basindan beri onaylanmis tiim ilaglarin %20'sini
temsil etmektedir (106). On ilag benzeri ézelliklere sahip olan CAl'ler, floresanla
etiketlenmis stlfonamidler, kumarin tirevleri, glikokonjugatlar seklinde mevcuttur
(107-109). ilk CAIl'ler, CA-IX'u hedef almak icin Gzel olarak tasarlanmamistir.
Bunun yerine ¢ogu 6n ilag CAl'si, glokom tedavisinde CA-11'yi hedef alacak sekilde
tasarlanmistir. De Simone ve digerleri tarafindan CA-IX'u hedef alan ilk 6n ilag
CAU'leri gelistirilmistir (110-114). On ilag calismalarinda en umut verici bilesik olan
4- (2-merkaptofenilkarboksamido) benzen sulfonamid, inaktif durumda CA-1X igin
yaklasik olarak pM afinitesini gostermis ve maskelenirken CA-IX igin affinitesi
yaklasik 60 kat artmistir. (115).

Pasif On ilaclar olarak hareket eden karbamoil fosfonatlar oldukca
biyoyararlanim gdosteren CAl'lerin bir sinifidir. Bu CAl'ler hafif asitli timdr mikro
cevresini maskesiz kilmak icin kullanmaktadir. Notr pH'da bu CAl'ler plazma zarina
kolayca gecirgenligini surdurdrler. Asidik timor gevresine girdikten sonra iyonize
olurlar ve membrana gecirimsizdirler. Daha 6nceleri iyonize karbamoil fosfonatlar

artmis CA-1X inhibisyonunu gostermektedirler (115,117).

CA-IX'un aktif bolgesinin ekstraseluler konumu timoér hucrelerinde enzimi
hedeflemenin alternatif bir yontemi sunmaktadir (118). Ozellikle, CAl'ler, plazma
zarina gecirimsiz kalmalarini saglayan fizyokimyasal ¢zelliklere sahip olacak sekilde
tasarlanabilir. Bu nedenle klasik CAl'ler tarafindan gozlemlenen hedef disi sitosolik
CA'lari inhibe etme sansini dusurar (41). Bu, inhibisyon profilindeki farkliliklari tek
basina kullanmanin yerine, CA-1X'un konuma spesifik hedeflemesini igeren bir ilag
tasarim stratejisi sunmaktadir. Bugiine kadar sinirli membran gegirgenligi gosteren
birkag bilesik sentezlenmis ve tasarlanmistir. Bu tir bilesikler, albumin-asetazolamit
gibi hacimli kimyasal kisimlari kullanir veya floresanla etiketlenmis stilfonamidler/
katyonik sulfonamid turevleri seklinde yukli kisimlari kullanirlar (34,107,119,120).
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Daha yeni bir CAI sinifi olan glikokonjuge siilfonamitler, hem zar gegirgenligi hem
de izoform segici CA-1X inhibisyonu sergilemektedir (121,122). Bu 6zel CAl'ler,
benzen silfonamidleri, silfonamidleri veya bir mono- veya disakkarit kuyruk
konjuge edilmis siklik ikincil sulfonamitleri kullanirlar. Bu CAl'lerin tasarimi, klinik
olarak kullanilan Topiramat'in (anti epileptik terapotik) etkisi ile yapilmistir
(123,124).

Solid tumorlerde CA-1X'un fizyolojik rolu ile ilgili genis veriler, birincil
islevinin pH dizenlenmesinin 6tesine gecebilecegini dusindirmektedir (52,107).
CA-IX'un fizyolojik islevlerinin farkh primer timorler tirleri arasinda degistigi
gOzlemlenmistir. Bu sadece hipoksik timorlerdeki CA aktivitesini bloke etmenin,
timorlerin buytmesi ve hayatta kalmasi igin zararh olabilecek bir sekilde timor
ortamini tamamen bozulmayabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, hipoksik
tumorlerde CA-1X ekspresyonunun tamamen ortadan kaldirilmasi yalnizca
aktivitesini hedeflemekten daha yararli bir terapi taktigi olabilmektedir. Timérlerde
CA-IX ekspresyonunu terapotik olarak distirmenin uygun bir yolu kanser de dahil
olmak uzere cesitli hastaliklarin tedavisi igin halihazirda uygulanmis RNA
interferans (RNAI) teknolojisinin kullaniimasidir (125).

Cesitli kanser modellerinde CA X ekspresyonunun modilasyonunu igeren
bircok calisma, RNAI teknolojisini kullanmaktadir. Ornegin karaciger, gogs,
bodbrek, beyin, prostat ve diger bazi kanser turlerinde CA-1X ekspresyonunu modiile
etmek icin spesifik siRNA teknolojisi kullaniimistir. siRNA aracihgiya CA-1X'un
basariyla bloke edilmesi gogus kanseri modellerinde birincil timdr biylmesini ve
proliferasyonu azalttigini ve karaciger kanseri tedavisinde umut verici bilesikler olan
hekzokinaz inhibitorlerin etkilerini arttirdigini géstermistir. Bu tedavi sekli CA-1X
aktivitesindeki modulasyonlarin, tumdr fonksiyonunun bozulmasinda énemli katkida
bulunmayabilecegi dustunulmekte bazi kanserlerde secici izoform CAl'lerin
gelistirilmesine bir alternatif olarak hareket edebilmektedir (54,65,126-133).

Cerrahi ve radyasyon terapisi, olgularin biyuk bir cogunlugunda etkilidir fakat,
yalnizca neoplastik dokunun sinirli lokal bolgelerini hedef alabilmeleri ve yiiksek
metastatik kanser vakalarinin tedavisinde etkili olmadiklari icin kisitlamalar
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meydana  getirmektedir (133). Bu asamada, c¢oklu kemoterapotiklerin
kombinasyonlar1 genellikle birincil tumodr alanindan go¢ eden kanser hicrelerini
oldurmek icin kullanthr. Agresif ve hipoksik tumorler genellikle radyasyona ve bazi
kemoterapilere karsi direng gelistirir veya calismaz; dolayisiyla alternatif veya
kombinasyonel kemoterapdtikler bu 0zel vakalarda mevcut tek tedavi yontemidir
(134-136). Hipoksinin bu 06zelligi, radyasyona ve kemoterapilere direncle iliskisi
cesitli kanser turlerinde gorulmustur (136,137). Bu direncglerin nedeni, radyasyon
terapisi icin gerekli olan serbest radikallerin Uretimi saglayan toplam oksijen
iceriginde bir azalmanin olmasi, alkilleyici ajanlarin distk hicre disi pH bozucu
islevleri ve HIF'ler tarafindan uyarilan ilag direnci faktorlerinin artisiyla artmasi gibi
cesitli faktorlere baghdir (52,65).

2.5. CA-IX Inhibitdri olarak Kullanilan Sulfonamidlerin Yapi ve Fonksiyonlari

1940 yihinda karbonik anhidraz inhibitori olan silfanilamidler Mann ve Keilin
tarafindan kesfedilmistir. ilag olarak kullanilabilecek yeni bilesiklerin sentezi icin
bilimsel bakimdan énemli bir doniim noktasi olmustur. Ornedin glokom tedavisinde
enzim inhibitori olarak kullanilan stilfonamid bilesikleri, antihipertansion ve ditretik
tipi ilaclar, antitiroit ilaclari, hipoglisemik sulfonamidler yeni tip antikanser
ilaglaridir (138,139).

CA enzimleri hayvanlarda ve 0Ozellikle de insan hastaliklarinin bircogunun
tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid
ve brinzolamid gibi stlfonamid tdrevleri olan ilaglar karbonik anhidraz
izoenzimlerinin ~ kuvvetli inhibit6rleridirler (140,141). Silfonamidler, etkin
inhibitorlerdir ve siibstitie olmamis bir -SO, NH, grubu veya bir — SO, NH(OH)
grubu icermektedirler. ilk olarak Siilfonamid grubunun azot atomu araciligiyla
enzimin aktif bdlgesindeki metal iyonuna anyonlar seklinde, ( R -SO, NH “veya R -
SO, N-OH ) iyonik olarak baglanmaktadirlar. ikinci olarak da hidrofobik
etkilesmelerle inhibitoriin enzime baglanmasi tamamlanmis olur. Bu iki etkinin

toplami sonucunda stlfonamidler, karbonik anhidraz enzimine giclu bir sekilde
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baglanir (142,143). Ornedin insanlarda glokom hastalijinda kullanilan CA
inhibitorleri farmakolojik ajan seklide yaygin kullanilmaktadir (144). Gilnumizde
stlfonamidler glokom hastaligi tedavisi disinda dilretik, antibakteriyel ve antifungal
hastaliklarin tedavilerinde ila¢ olarak yaygin kullaniimaktadirlar. Bu nedenden
dolay! dinyanin bircok yerinde farkh gruplar tarafindan yeni silfonamid turevleri

sentezlenmektedir (145).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. 4-(2-Amino Etil ) Benzen Sulfonamit Turevi Bilesiklerin Sentezi

3.1.1. imin Grubu igeren Siilfonamitlerin Sentezlenmesi icin Genel Yontem

Hedeflenen bilesikler, 4-(2-aminoetil) benzensiilfonamit’in farkli aromatik
aldehitler (4-metilbenzaldehit ve 5-kloro-2-hidroksi-benzaldehit) ile kondenzasyon
tepkimesi sonucu literatiire gore sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir (146-
148).

“30 mLmetanol ve/veya etanol icinde ¢Ozulmuis stlfonamit (10 mM) iki
boyunlu reaksiyon balonuna koyularak manyetik karistirict ile Kkaristirilmaya
baslandi. Sonra 30 mL metanol ve/veya etanolda ¢6zilmis uygun aromatik aldehit
(20 mM) bu karisimin tzerine damla damla eklenerek 10 dakika manyetik karistirici
ile karistirildi. Daha sonra katalizér gorevi gormesi igin tepkime ortamina formik asit
damlatilarak eklendi. Bu islemler sonucunda tepkime oda kosullarinda 20 dakika
strdurtldi. Daha sonra tepkimenin sicakligi artirilmaya baslandi ve 3 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi. Tepkime ortamindan alinan numune d&rnekleri ince
tabaka kromatografisi ve IR spektroskopisi ile takibi yapildi. Bu takip sonucunda
tepkimelerin gerceklestigi ve tamamlandigi gozlendi. Tepkime tamamlandiktan sonra
oda kosullarina kadar sogumasi beklenildi. Daha sonra elde edilen Uriin (¢cozelti veya
cokelti halinde) behere konularak oda sicakhginda beklemeye alindi. Kati Urin
stzulerek soguk etanolle yikandi ve kurutuldu. Daha sonra metanol/etanol
karisiminda yeniden kristallendirildi ve 40 °C de vakumda kurutuldu”.
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Sekil 6. imin grubu igeren siilfonamitlerin eldesi icin genel tepkime.
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3.1.2. Amin Grubu igeren Siilfonamitlerin Sentezi icin Genel Yontem

Hedeflenen bilesikleri sentezlemek icin 4-(2-aminoetil) benzensulfonamit’in
degisik aromatik aldehitler ile kondenzasyon tepkimesiyle elde edilen imin grubu
tastyan bilesikler, karsilik gelen sekonder aminlere NaBH, ile indirgenerek
dontsturulmastur. Bu islemler literatiire gore gerceklestirilmistir (146-148).

“Bu amagcla, elde edilmis olan bilesiklerin (10 mM) metanol veya etanol (60
ml) de suspansiyonlari/gOzeltileri hazirlanarak Uzerlerine ayri ayri 70 mmol
MNaBH,, 1 saat stireyle kiiciik porsiyonlar halinde 6nce buz banyosunda 0 °C’de
ilave edildi. Renkli olan suspansiyonlar NaBH, eklenmesiyle ¢6ziinmeyen madde
¢cozinmeye basladi ve ¢ozelti berraklasti. Daha sonra bu tepkimelere 24 saatten fazla
oda sicakhginda devam edildi. Tepkime ortamindan alinan numune érneklerinin ince
tabaka kromatografisi yontemi ve IR spektroskopisi ile takibi yapildi. Bu takip
sonucunda tepkimelerin gerceklestigi ve tamamlandigi gézlendi. Daha sonra ¢6zuci
10 ml kalincaya kadar ucuruldu ve tizerine 30 ml buzlu su ilave edildi. Sonrasinda
asetik asit ile asitlendirildiginde Uruniin ¢coktugu goézlendi. Daha sonra 2 saat kadar
sulu suspansiyon halinde bekletildi, stzuldu ve kurutuldu. Diklorometan veya
kloroformda iyi ¢Ozinenler ise sulu ortamdayken bu ¢Ozuculerle ekstarkte edildi,
organik faz ayrildi, ¢ozucusi uzaklastirildi ve kurutuldu. Daha sonra etanol-metanol
(30/70) de yeniden kristallendirildi. Bu islemler sonucu elde edilen trinler vakumda
40 °C de kurutulmaya birakild.”

— 1) NaBH,, CH;OH —

0] 0]

> il 2) H,0 oY i
K WO%_NHZ 0-25°C L WTQS_NHZ

—N - ]

0] N 0]

\

H H

n 2

Sekil 7. Amin grubu igeren stlfonamitlerin eldesi icin genel tepkime.
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Calismamizda kullanacagimiz maddeler Durgun 2014 Doktora tez ¢alismasinda

sentezlenmis olup CA-IX inhibitor 6zelligi tespit edilmistir. Bu calismada da bu

maddeler Durgun 2014’e goére yeniden sentezlenip,

karakterizasyonu Harran

Universitesi Kimya Bolumiinde Durgun tarafindan yapilmistir. Antikanser 6zelligi

incelenen maddelerin listesi Tablo 1’de verilmistir. Tablodaki maddelerin antikanser

calismalari biyolojik aktivite numarasina gore yaptimistir.

Tablo 1. Calismada kullanilacak bilesiklerin kimyasal yapilari ve CA-1X inhibitor etkisi. ( hCA-1X
K;: Enzim inhibisyonu katsayisi ) (146, 147).

) 3 Molekdil hCA
Biyolojik . oL
. Bilesik o | Agirhigi IX
Aktivite Bilesik Kapali Formulu
No (g/mol) K,
Numarasi
(nM)
A0
H \NHZ
/@/k\N Ci16H15N20,S 302.39 123
1 H-3 HaC
%°
H NH
Cl \N 2 Cl5H15C|N2038 338.81 106
2 H-4
OH
\\S//O
H \NHZ
/@/kN C16H20N,0,S 304.41 10.2
H |
3 H-3lI Hyc H
\\S//O
H NH
cl \ z C15H17CIN,O3S 340.83 15.6
4 H-4i H
OH
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3.2. 4-(2-Amino Etil ) Benzen Sulfonamit Turevi Bilesiklerin Antikanser

Ozelliginin incelenmesi

Calismamizda deneylerde sivi azotta stoklanan PNT-1A (normal insan prostat
hicre hattl), HELA (insan serviks adenokarsinom hiicre hattl) ve MDA-MB-231
(insan metastazik gogus adenokarsinom hiicre hatti) kullanildi. 4-(2-amino etil )
benzen sulfonamit tdrevi bilesiklerin antikanser aktiviteleri su asamada

gerceklesmistir;

1- 4 bilesigin farkli doz (0-200 uM) ve zamanlarda (24, 48 ve72 saat) MDA-MB-
231, HELA ve PNT-1A hicrelerinde sitotoksik etkisi WST-1 ile incelendi.

2- Yuksek sitotoksik etki gosteren H-4 bilesigin (2. madde) antiproliferatif etkileri
incelendi.

3- 2.maddenin apoptotik etkisi Annexin-V ile flow sitometrik analizi yapildi.

4- Apoptotik etki gosteren bilesigin apoptozis yol etkisindeki hiicre igi serbest radikal
degisimi ROS analizi ile 6lguldu

3.2.1. Hucre Kultaru Cahsmalarinda Kullanilan Arag Geregler

CO; inkubatoru (Thermo Scientific Steri Cycle i160)
Laminer akisli kabin (Telster Bio Il Advance)
invorted 1sik mikroskobu (Olypus CKX41 )

Derin dondurucu (-86°C) (Thermo Forma -86 Freezer)
Etiiv (Nive)

Otoklav (Nive )

MPV santrifujler

Vortex

© o N o g B~ w D P

Hassas terazi

=
o

. pH metre

[
[

. Sogutmal santrifiij
12. Manyetik karistirici

13. 6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu huicre kiltir kaplari
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3.2.2. Hucre Kultard Cahsmalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hucre ortami; DMEM F12

Fotal bovine serumu (FBS)
Penisilin/streptomisin

DMSO

L-Glutamin

Tripsin-EDTA

%0.4 Tripan mavisi solusyon

Fosfat tamponu (PBS/PhosphateBufferredSaline)

L N o g s~ w dh -

3.2.3. Hucre Kltird Yontemleri

3.2.3.1. Hicre Hatlan

Calismamizda daha Once sivi azotta stoklanan kanser ve normal hicre hatlari
kullanildi. Calismada MDA-MB-231 ve HELA hicre hatti; %10 FBS, %l
streptomisin %1 I-glutamine eklenmis DMEM:F-12, PNT-1A hiicre hatti; %10 FBS,
%1 streptomisin ve %1 I-glutamine eklenmis RPMI-1640 (Gibco) besiyerinde nemli
atmosferde, %5 CO; igeren inklbatdrde 37°C’de kiiltire edilerek bir guin arayla besi
ortamlari degistirildi. Hicreler pleyt yuzeyini kapladiklarinda trypsin ile yuzeyden
kaldirilarak deney setleri olusturmak tzere kullanildilar. Hicre stoklama islemlerinde
ise %5 DMSO igeren ortamlar kullanildi. Kisa streli stoklar igin -86°C’deki dolap,
uzun sureli stoklar i¢in -196°C’deki sivi azot tanklari kullanildi.

3.2.3.2. Madde Uygulamalari

Hiicreler 96°lik pleytlere (10* hiicre/ml) ekildi ve 24 saat sonra besiyerleri
degistirildi. Normal ve kanser hiicre hatlarina degisen dozlarda (0, 2,5, 5, 10, 25, 50,

100 ve 200 pM) ve inkibasyon sirelerinde (24, 48 ve 72 saat) maddeler uygulandi.
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Madde uygulamasindan sonra hicre ortami taze mediumla degistirilerek her

kuyucuga WST-1 testi uygulandi.

3.2.4. WST-1 YoOntemiyle Hicrelerdeki Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

WST-1 testinin prensibi, canli hicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hucrelerin
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi aracihigl ile WST-1’i parcalayarak, ¢ozilebilir
formazan tuzlari olusturmasina dayanir. Bunun igin hucreler stoktan agilarak kiguk
petri kaplarina ekildi. Hucreler, petri kaplarinda 9%80-90 oraninda dolunca
tripsinizasyon ile kaldirildi ve 96 kuyucuklu steril plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri uzaklastirildi
ve sonra her bir madde i¢in 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM dozlari toplamda
200 pl besiyeri olacak sekilde hucrelere uygulandi. Kontrol olarak da hiicrelere
kemoterapide yaygin kullanilan cisplatin ve Fluorouracil kullanildi. Maddelerin
hlcreler tzerinde sitotoksik etkilerini tespit etmek icin WST-1 hicre proliferasyon
kiti (Rosche) kullanildi ve boylece ilaglarin sitotoksik etkileri arastirildi.

Hucrelere farkli surelerde (24, 48 ve 72 saat) madde uygulandiktan sonra her
kuyucuga 10 pl WST-1 reaktifi eklenerek inkibatorde 4 saatlik inklibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra pleyt okuyucuda (spektramax M5) 450 ve 630 nm'de
olciimler yapilarak absorbans degerleri elde edildi. Olgiimler sonucu elde edilen
absorbans degerlerinden background sinyali test sinyalinden cikarilarak (OD450-
0D630) grafikler olusturuldu ve her maddenin 1Cso degeri hesaplandi.

3.2.5. Hucre Proliferasyon (BrdU) Testi

Hicre proliferasyonu, genomik DNA replikasyonuyla tespit edilebilmektedir.
Bromodeoksiuridin (BrdU) testi, proliferasyon gosteren hicrelerdeki DNA’ya BrdU
baglanmasini tespit eden bir testtir. Metil grubunun (CHs) baglanma 6zellikleri ile
brom, klor ve iyot atomlarinin baglanma 6zellikleri buyik benzerlik gosterir. BrdU,

halojenli pirimidinler grubunda yer almaktadir. BrdU, yapisinda bulunan halojen
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gruplarindan dolayr DNA molekilinin normal yapisindaki timidinede bulunan metil
grubu ile ¢ok benzemektedir. DNA sentezi sirasinda halojenli pirimidinler, timidin
molekilinin yerine gecerek DNA zincirinin yapisina katilirlar. Bu nedenden dolayi

bu maddelere ‘timidin analogu’ adi verilmektedir.

Proliferasyon olan  hicrelerin  DNA’sindaki timidinle BrdU vyer
degistirmektedir. Bu ydntemde sadece S fazindaki hicreler BrdU ile isaretlenir.
isaretlenen hiicre grubunun hiicre siklusundaki ilerlemesi izlenir. S fazindaki
bromodeoksitridine baglanan hicrelerin tespiti BrdU antikorlarinin kullanimi ile
saglanir. Anti-BrdU-peroksidaz antikoru eklendikten ~ sonra  olusan
immunkompleksler spektrofotometrede dl¢ilerek degerlendirilir.

WST-1 testinden sonra 4 maddeden 1Cso degeri dusiik olan 2. maddenin en
yiksek sitotoksik etki gostermesinden dolayr bu maddenin HELA hicresi
proliferasyonu Uzerindeki etkisi, ticari olarak satin aldigimiz BRDU Hicre
Proliferasyon Test kiti (Biovision ) ile Gretici firmanin dnerdigi protokole uygun
sekilde yapildi. Bu ydntemde 96°lik platelere (10* hiicre/ml) HELA hiicreleri ekildi.
Hicre ekildikten 24 saat sonra, besiyerleri degistirilip, 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve
200 puM dozlarinda ve 72 saat maddeler uygulandi. Sonrasinda asagidaki protokol
takip edildi;

1- Besiyerleri dokuldikten sonra, her kuyucuga 100 pl 1X BrdU reaktifi eklenerek 4
saat %5 CO2, %95 hava igeren inkiibatorde 37 °C’de inklibasyona birakildi.
2-Besiyeri uzaklastirildiktan sonra 100 pl fiksatif/denatiirasyon soliisyonu eklendi ve
30 dk oda isisinda inkiibasyona birakildi.

3-Soliisyon dikkatlice uzaklastirildi ve sonra her kuyucuga 100 pl 1X BrdU antikor
solusyonu eklenip, oda isisinda, disuk hizdaki shaker (izerinde 1 saat inkiibasyona
birakildi.

4-Solusyon uzaklastirildi ve sonrasinda 2 defa 300 pl 1X yikama solusyonu ile
yikandi.

5-Yikamadan sonra, 100 pl 1X Anti-mouse HRP-linked antikor solisyonu eklendi ve
oda 1sisinda 1 saat inklibasyona birakildi.

6- Sollsyon uzaklastirildiktan sonra, 3 defa 300 pl 1X yikama soliisyonu ile yikandi.
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7- 100 yl TMB substrate solisyonu eklendikten sonra 5 dk inkiibe edildi. Sire
sonunda renk olusumu tespit edildi. Daha sonra 100 p stop soliisyonu eklendi ve 450
nM’de okuma yapildi.

3.2.6. Maddelerin Hucrelerdeki Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow
Sitometrik Analizi

Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan FITC ile konjiige Annexin-V lektini,
apoptotik hiicrelerin hiicre membraninin dis ylizeyindeki fosfatidil serin fosfolipidine
baglanmaktadir. FITC, Annexin-V baglanan hicrelerin flioresan (FL1 detektord;
eksitasyon=488nMemisyon=535nM) 1simasina neden olur. Hicrelerdeki bu
fluoresan 1s1ma, akis sitometrideki FL1 dedektort ile tespit edilebilir. Isimanin
siddetine gore hiicreler siniflandirilarak bir diyagrama yerlestirilir. Olii (mekrotik)
hicreler ise nikleik asitlere baglanabilen fliioresan Pl (FL2 detektori, eksitasyon=
488nMemisyon=562 — 588nM) boyasi ile tespit edilmektedir. Pl nekrotik hicrelerin
zarar gormis hucre membranindan gecerek DNA’larini boyar. Akis sitometrideki
FL2 dedektori, DNA’lari boyanan hicrelerdeki fliioresan 1simayi tespit eder.
Isimanin siddetine gore hucreler siniflandirilarak bir diyagrama yerlestirilir.

Sentezlenen bilesiklerden ylksek sitotoksik etki gdsteren 2. maddenin (H-4)
olasi sitotoksik etkilerinin apoptotik yolagin aktiflenerek mi yoksa hicrelerde
nekrozisle mi oldugu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC kit protokoli
uygulandiktan sonra flow sitometri (BD FA CSVia) ile analiz edildi.

Cahismamizda 6 well pleytlere ekilen HELA hucrelerine 2. maddenin 0, 10, 25,
50, 100 ve 200 uM dozlarinda 72 saat madde uygulamasi yapildi ve sonra asagidaki
kit protokolu uygulandi;
1-Hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Pelet 1x10° /ml hiicre olacak bicimde 1X binding
buffer ile stispanse edildi.
2-100 pL hiicre stispansiyonu (1 x 10° hiicre) 5 ml'lik yeni bir eppendorf tiipe
aktarildi.
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3- Sonra Uzerine 5 pL of fluorochrome-conjugated Annexin V ve 5 yL Propidium
lodide Staining soliisyonu eklendi.

4- Hucreler hafifce vortekslendi ve karanlikta oda sicakliinda 15 dakika
inkiibasyona birakildi

5- Elde edilen pelete 400 pL 1X Bindig Soltisyonu eklendi ve sonra flow sitometride

analiz edildi.

3.2.7. Huicre ici Serbest Radikal Degisim (ROS) Analizi

Normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda reaktif oksijen tirleri
(ROS) olusur. Bunlar; superoksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H20-) ve hidroksil
radikali (OH)'dir. Reaktif oksijen tirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (R), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri
(RS), sulfenil radikalleri (RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO) gibi cesitli serbest
radikallerin olusumuna neden olurlar. Serbest oksijen radikallerinin tim bu
etkilerinin sonucunda hicre hasari olur. Hucre hasarinin énemli bir nedeni hiicredeki

serbest radikallerin ve reaktif oksijen turlerinin (ROS) artmasidir.

Hicrelerde doza bagimli olarak hiicre ici serbest radikal miktarinin arttigini
tespit etmek amaciyla 6 well pleytlere ekilen HELA hcrelerine 2.maddenin 0, 10,
25, 50, 100 ve 200 pM dozlarinda 72 saat madde uygulandi. Daha sonra asagidaki kit
protokolu su sekilde uygulandi;

1-Hucreler tripsinize edilerek kaldirildi. Sonra hiicrelerin bulundugu ortam igerisine
20 uM diklorofloresan diasetat (DCFDA) sollisyonu eklendi.

2-Bu hticreler 37 °C’de 30 dakika inklibasyona birakildi.

3-inkiibasyonun ardinindan hiicreler yikanmadi.

4-Inkubasyon siiresinin ardindan, hiicreler iyice siispanse edilerek flow sitometri

cihazinda 485/535 nM dalga boylarinda okutuldu ve analizi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. 4-(2-Amino Etil) Benzen Sulfonamit Turevi Bilesiklerin Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Sulfonamit turevlerinin sentezi icin, bu calismanin ilk basamaginda, 4-(2-
aminoetil)benzensilfonamit’in degisik aromatik aldehitler (4-metilbenzaldehit ve 5-
kloro-2-hidroksi-benzaldehit) ile kondenzasyon tepkimeleri gerceklestirilmistir. (Hs-
Has). Bilesiklerin (Hs-Hg)sentezi igin 4-(2-aminoetil)benzenstlfonamit ile degisik
aromatik aldehitler’in 1:1 mol oraninda, formik asit katalizérluginde tepkimesi

sonucu elde edilmistir.

Bu calismanin ikinci basamaginda, 4-(2-aminoetil)benzenstlfonamit’in degisik
aromatik aldehitler ile kondenzasyon tepkimesi sonucu elde edilmis imin grubu
tastyan bilesikler (Hs-H4), NaBHy ile indirgenerek karsilik gelen sekonder aminlere
dontsturalmastir (Hsi-Ha)Sentezlenen bitin bilesikler oda sicakhginda hava ve
neme karsi olabildigince kararhdir. Bu bilesikler, DMSO, DMF, Asetonitril, Metanol
(isitilinca) de iyi ¢ozunirken, etanol, kloroform, diklorometan’da kismen, hekzanda

ise ¢cozlinmedigi gozlemlenmistir.

Sentezlenen tum bilesiklerin FT-IR spektrumlari kati KBr diskleri seklinde 400
— 4000 cm™ arahginda alinmistir. Tim bilesiklerin FT-IR spektrum verileri ve
spektrumlalari da ilgili kaynak da (146, 147) verilmistir. Bilesiklerin FT-IR
spektrumlari incelendiginde, elde edilen sonuclar ile 6nerilen yapinin uyumlu oldugu
ve Onerilen vyapidaki bilesiklerin olustugu goralmistlr. Sentezlenen butin
bilesiklerin *H-NMR ve *C NMR spektrumlari DMSO-ds icinde alinmisve tiim
kimyasal kayma degerleri ppm olarak ve spektrumlari da ilgili kaynak da (146, 147)
verilmistir. Bilesiklerin 'H-NMR ve *C NMR spektrumlari incelendiginde elde
edilen sonuglar ile dnerilen yapinin uyumlu oldugu ve 6nerilen yapiyi destekledigi

gorulmustur.
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Sentezlenen 4-(2-amino etil) benzen silfonamit tlrevlerinin karakterizasyonu

su sekildedir;

1. Madde (4-(2-((4-Metilbenziliden) amino ) etil ) benzensulfonamit (H-3))

4-(2-((4-Metilbenziliden)amino)etil)benzensilfonamit  (H-3), 4-(2-aminoetil)

benzenstlfonamit ile 4-metilbenzaldehit’in reaksiyonu sonucu elde edilmistir.

H,C

2. Madde (4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benziliden)amino)etil)benzensilfonamit
(H-4))

4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benziliden)amino)etil) benzensulfonamit (H-4), 4-(2-
aminoetil)benzensulfonamit ile 5-kloro-2-Hidroksi-benzaldehit’in reaksiyonu sonucu

elde edilmistir.
%0
\
H NH,
Cl N
N
OH
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3.Madde (4-(2-((4-Metilbenzil)amino)etil)benzensulfonamit (H-3i))

4-(2-((4-Metilbenzil)amino)etil)benzensulfonamit  (H-3i),  4-(2-((4-metoksi
benziliden) amino) etil)benzensilfonamit (H-3) ile NaBH,’in reaksiyonu sonucu elde
edilmistir.

I—-zZ

H,C

4. Madde (4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benzil)amino)etil)benzensilfonamit (H-4i))

4-(2-((5-Kloro-2-hidroksi-benzil)amino)etil)benzensulfonamit (H-4i), 4-(2-((5-
kloro-2-hidroksibenziliden)amino)etil)benzensulfonamit  (H-4) ile  NaBH,’in

reaksiyonu sonucu elde edilmistir.

o
N _O
H \S\/
/\Q/ e
Cl

\

H
OH
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4.2. Bilesiklerin Antikanser Ozellikleri ile ilgili Bulgular

4.2.1. Bilesiklerin Hucre Hatlari Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

Yeni sentezlenen 4 adet 4-(2-amino etil) benzen silfonamit tlrevi bilesiklerin
serviks adenokarsinom (HELA), metastazik gogis adenokarsinom (MDA-MB-231)
ve normal insan prostad (PNT-1A) hucreleri Uzerindeki etkileri WST-1 metodu ile

incelendi ve ICsodegerleri hesaplandi.

4.2.1.1. Bilesiklerin HELA Hucre Hatti Uzerindeki Etkileri

Sentezlenen 4-(2-amino etil) benzen sulfonamit turevi bilesiklerin HELA
hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 metodu ile doz (0,25-200 puM) ve
zamana gore (24,48 ve 72 saat) incelenmistir. Sentezlenen tum maddelerin HELA
hiicreleri Uzerinde farkh dozlarda sitotoksik etki gosterdigi ancak bu etki inkiibasyon
sliresine bagli olarak degistigi saptanmistir. Maddelerin HELA hcreleri tUzerindeki
sitotoksik etkisi incelendiginde sirasiyla en gucli 2 > 3 > 4 >1 oldugu tespit
edilmistir. Bu maddeler icerisinde en gugll sitotoksik etkiyi 2. maddenin gosterdigi

tespit edilmistir.

Tablo 2. Maddelerin HELA huicresindeki sitotoksik etkileri

Biyolojik aktivite numarasi 1Can (M)
24 saat 48 saat 72 saat
1 262,5 326,3 2447
2 28,9 17,4 13,7
3 203,1 479,5 123,8
4 217,7 1119 98,9
Cis 28,9 7,6 6,1
5-FU 37,8 31,2 14,7
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2. maddenin HELA hicreleri Uzerinde zamana bagl olarak sitotoksik etkilerini
arttirdigi tespit edilmis ve bu maddenin 24 saatte HELA hcreleri tUzerinde 1Cs
degerinin 100 puM altinda sitotoksik etki gosterdigi (1Cs0;28,9) saptanmistir. 48.
saatte 2. maddenin, 72. saatte ise 2. ve 4. maddenin 100 uM altinda sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol olarak kullanilan 5-Fu ve cisplatinin ise doz ve
zamana bagl olarak sitotoksik etki gosterdigi tespit edilerek cisplatinin daha etkili
oldugu go6zlenmistir. Stlfonamid tirevi maddeler arasindan HELA hcreleri
uzerindeki en guclu sitotoksik etkiyi 72. saatte 2. madde gostermis ve 5-Fu’dan daha
etkili oldugu tespit edilmistir.

%Canlihik

24 SAAT
H48. SAAT
M72.SAAT

24.SAAT | 100 96 92 87 80 78 73 64

48. SAAT| 100 84 80 72 70 69 66 63

72.SAAT | 100 84 81 71 70 69 65 60
Konsantrasyon

Grafik 1. 1.maddenin HELA hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

1.maddenin HELA hiicre hatti (izerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde gucli
sitotoksik etki gostermedigi gorulmastur.
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120
100

% Canlilik
N
o

24 SAAT
H48 SAAT

-20 72 SAAT
0 2,5 S 10 25 50 100 | 200

24 SAAT| 100 93 90 80 48 30 24 18

48 SAAT| 100 90 83 74 33 11 11 7

72 SAAT| 100 67 69 63 59 7 6 3
Konsantrasyon (uUM)

Grafik 2. 2.maddenin HELA hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

2. maddenin HELA hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde doza
ve zaman bagh olarak sitotoksik etki gosterdigi goértlmistir. 200 uM dozda tiim
zaman araliklarinda guclu sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir.

X

<

<

)

S 24 SAAT
H48. SAAT
M 72 SAAT

0 2,5 5 10 25 50 100 200
24.SAAT | 100 75 69 68 70 64 61 54
48. SAAT| 100 94 81 80 78 73 67 70
72.SAAT | 100 73 70 64 63 58 51 45
Konsantrasyon

Grafik 3. 3.maddenin HELA hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

3.maddenin HELA hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisine bakildiginda gucli
sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
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% Canlilik

24 SAAT
H48 SAAT

0 . u72SAAT
0 [ 25 ] 5 [ 10 | 25 [ 50 | 100 [ 200

24 SAAT| 100 94 80 73 73 67 64 59

48 SAAT| 100 87 81 75 71 60 51 28

72 SAAT| 100 96 86 78 72 67 54 9
Konsantrasyon (uUM)

Grafik 4. 4.maddenin HELA hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

4. maddenin HELA hucreleri tzerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde doza
bagh sitotoksik etki gosterdigi gorulmustur. En glcli sitotoksik etkisini 72. Saatte
200 uM dozda gostermistir.

4.2.1.2 Bilesiklerin MDA-MB-231 Hiicre Hatti Uzerindeki Etkileri

Tablo 3. Maddelerin MDA-MB-231 hiicresindeki sitotoksik etkileri

1Cso (LM)
Biyolojik aktivite
numarasi 24 saat 48 saat 72 saat
1 232,7 690,5 178,3
2 293,1 65,9 37,3
3 576,1 578,4 9947,5
4 492,2 595,3 243,3
Cis 21,2 10,2 7,0
5-FU 42,6 37,9 21,0

Sentezlenen dort sulfonamid tirevi maddenin  MDA-MB-231 hiicreleri
uzerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde 24. saatte hicbir maddenin 100 pM
altinda etki gostermedigi tespit edilmis olup 1Cso deQerlerinin 232.7 ile 576.1
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arasinda degerlerde oldugu tespit edilmistir. 2.maddenin 1Cso degerinin 48. ve 72.

saatte 100 uM altinda oldugu saptanarak MDA-MB-231 hiicreleri Uzerinde en gicli

sitotoksik etkiyi 72. saatte (37.3 pM) gosterdigi gozlemlenmistir. Kontrol olarak

kullanilan 5-Fu ise doz ve zamana bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir.

120
100 -
-_E 80 -
S 60 -
)
X 40 -
20 -
0 .
0 2,5 5 10 25 50 100 200
24 saat| 100 73 70 76 70 76 73 52
48 saat| 100 90 88 77 65 66 67 60
72 saat| 100 94 90 81 67 64 55 51
Konsantrasyon (uUM)

M 24 saat
48 saat
M 72 saat

Grafik 5. 1.maddenin MDA-MB-231 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

1.maddenin MDA-MB-231 hicreleri Uzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile

incelendiginde 1.maddenin giicli sitotoksite gdstermedigi tespit edilmistir.

120
100
80
60
40
20
0

% Canlilik

2,5

10

25

50

100

200

24 saat| 100

87

79

87

89

80

58

H48saat| 100

93

80

74

60

41

26

M72saat| 100

97

88

49

38

33

22

Konsantrasyon (uUM)

M 24 saat
48 saat
M 72 saat

Grafik 6. 2.maddenin MDA-MB-231 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.
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2.maddenin MDA-MB-231 hcreleri zerindeki sitotoksik etkileri WST-1 ile
incelendiginde 2. maddenin 48. ve 72.saatte 200 UM dozda sitotoksik etki gdsterdigi
tespit edilmistir.

120
100 —gimtz

)
o
1

% Canlilik
[o)]
o

M 24 saat
48 saat

M 72 saat

0 2,5 5 10 25 50 100 200
24 saat| 100 87 74 79 87 89 80 58

48 saat| 100 73 71 69 63 61 60 53
72 saat| 100 95 95 90 81 79 79 71
Konsantrasyon (uUM)

Grafik 7. 3.maddenin MDA-MB-231 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

3.maddenin MDA-MB-231 hcreleri Uzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile
incelendiginde 3. maddenin gucli sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.

% Canlilik

M 24 saat
48 saat

0 - M 72 saat
0 25 5 10 25 50 100 200

24 saat| 100 87 76 82 89 94 89 68

48 saat| 100 98 92 90 84 79 72 50

72 saat| 100 96 90 84 80 66 64 45
Konsantrasyon (uUM)

Grafik 8. 4.maddenin MDA-MB-231 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.
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4.maddenin MDA-MB-231 hcreleri Uzerine sitotoksik etkileri WST-1 ile

incelendiginde gucli sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir

4.2.1.3. Bilesiklerin PNT-1A Hucre Hatti Uzerindeki Etkileri

Maddelerin 24. saatte PNT-1A hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkileri
incelendiginde tim maddelerin 100 uM Gzerinde etki gosterdigi tespit edilmistir. 48.
saatte 2. ve 4. maddelerin sirasiyla 110,5 ve 189,7 uM sitotoksik etki gosterdigi diger
maddelerin ise 200 uM Uzerinde sitotoksik etki gosterdigi, 72. saatte ise; tim
maddelerin 200 pM (zerinde sitotoksik etki goOsterdikleri tespit edilmistir.
Kemoterapik olarak kullanilan 5-Fu ve Cis maddelerinin ise normal hticreler (PNT-
1A) Uzerindeki sitotoksik etkisinin sentezlenen bilesiklere gore ¢ok yiksek oldugu
(1Cs0:17,5 ve 23,1) tespit edilmistir.

Tablo 4. Maddelerin PNT-1A hicresindeki sitotoksik etkileri.

PNT-1A ICs (M)

24 SAAT 48 SAAT 72 saat
1 403,5 1074,0 294,9
2 388,9 110,5 202,6
3 630,5 731,7 319,6
4 593,1 189,7 371,6
cis 13,4 11,4 8,2
5-FU 23,1 21,2 17,5
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% Canlilik

M 24 saat
H 48 saat
M 72 saat

0 2,5 5 10 25 50 100 200
@24 saat| 100 110 120 150 123 128 108 81

®48saat| 100 132 141 153 149 141 124 117
M72saat| 100 101 105 106 94 84 88 67

Konsantrasyon (uUM)

Grafik 9. 1.maddenin PNT-1A hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

1.Maddenin PNT-1A hcreleri Uzerindeki sitotoksik etkisine bakildiginda 200
pUM’de 72. saatte en yiiksek sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Grafik 10. 2.maddenin PNT-1A hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

2.maddenin PNT-1A hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisine bakildiginda en
glgclu sitotoksik etkiyi 48. saatte 200 UM dozda gosterdigi tespit edilmistir.
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Grafik 11. 3.maddenin PNT-1A hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

3.maddenin PNT-1A hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisine bakildiginda

yiksek sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
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Grafik 12. 4.maddenin PNT-1A hiicre hattindaki sitotoksik etkileri.

4. maddenin PNT-1 hiicre hatlarinda sitotoksik etkisine bakildiginda 48. saatte
200 pM dozda guclu sitotoksik etki gostermistir.
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4.2.2. 2.Maddenin (H-4) HELA Hucre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

HELA, MDA-MB-231 ve PNT-1A hicre hatlari kullanilarak WST-1
yontemiyle incelenen sitotoksite analiz sonucunda, sentezlenen 4 stlfonamid tiirevi
madde arasindan 2. maddenin (H-4) en gugcli sitotoksik etkiyi CA-1X ekspresyon
dizeyi yiksek olan HELA hiicre hattinda 72. saatte gosterdigi tespit edilmistir.

2.maddenin  PNT-1A hucreler (zerindeki sitotoksik etkisinin  HELA
hiicrelerine gore ¢ok disiik oldugu saptanmistir. Sentezlenen 4 silfonamid tirevi
maddeden 2. maddenin en giclu sitotoksit etki gostermesinden dolayr bu maddeyle

proliferasyon ve apoptozis analizlerinin yapilmasina karar verilmistir.

HELA 72 SAAT

120,0

100,0 \
80,0

60,0

40,0

20,0 \

0,0 HﬁIf

0 2,5 5 10 25 50 100 200

% Canlilik

-20,0
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Grafik 13. 2. maddenin 72.saatteki HELA hiicre hattindaki sitotoksik etkisi.

4.2.2.1. 2. Maddenin (H-4) HELA Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi

2. maddenin HELA hiicre proliferasyonu uzerindeki etkisi BrDU Elisa
yontemiyle (Biovision) incelendi. 2. maddenin 72.saat HELA hicrelerinin
proliferasyonu Gzerindeki etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda 2. maddenin tim

dozlarda hiicre proliferasyonu uzerinde etkili oldugu saptanmistir. Proliferasyon
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egrisinde yapilan hesaplamaya gére HELA hiicresinin 1Cso degeri 18,14 uM oldugu

tespit edildi.
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Grafik 14. 2.maddenin HELA proliferasyonu {zerine etkisi.

4.2.2.2. 2. Maddenin (H-4) Flow Sitometrik Annexin-V Apoptoz/Nekroz Analizi

HELA hucrelerinde 2. madde 10-25-50-100-200uM dozlarinda uygulanip 72
saat inkibe edildikten sonra Annexin-V ile analizi yapildi. Analizin sonucunda
2.maddenin HELA hicrelerinde apoptozise yol agtigi tespit edilmistir. Kontrol
grubuna gore apoptotik/nekrotik hiicre 6lim oranlari karsilastirildiginda apoptotik
hiicre 6limanin tim dozlarda gerceklestigi, 10 uM dozunda dahi erken apoptozisin
%48,7, ge¢ apoptozisin %4,5, nekrozin % 11, oldugu, doz artisiyla beraber apoptotik
etkinin arttigi saptanmistir. Ayrica 10 uM dozunda yuksek oranda apoptozise neden
olmasinin yanisira en disik nekrozise yol actigida saptanmistir. Apoptotik etkinin
cogunlukla erken apoptozis evresinde oldugu (%40,9-48,7), doz artisiyla beraber gec
apoptozis evresinin arttig (%4,5-18,5) tespit edilmistir (Grafik 15.).

45



%

25 (UM) | 50 (uM) | 100 (uM) | 200 (UM)
% Canli 71,9 35,6 28,9 25,2 22,6 19,4
% Erken Apoptosis 8,3 48,7 40,9 49,6 43,3 46,2
u % Ge¢ Apoptosis 33 45 16,6 15 12,9 18,5
% Olii 16,5 11,3 13,5 10,2 21,2 16
Konsantrasyon (uUM)
AFOP-410 APDF425

iy v Rt g .
i AR APOATOTIC

RN APOPTATIC
e

oS e
TR
ooy,

FI P-4

J 4 =
| | |
fumP FRTITY AunP L

5
G 5 “'”f:‘

Ly SO OPTOTIC
Hig
371

o2 107 10* 107
107 10* ANMEXIN Y FITC-4,
ANMNEXIN VRATC-A
A B
APOP-4 50 APOF4 100
- ] . ]
.
" 2; S L a T3
o S SR T T
Oy | Cea ST LATE APOPTOTIC o
el - SE Bagi =y
E DEAD: CELLS oo E
g, — B j;é;ﬁiw{#gapmnc -
. .:'.l: "lv:—.- (5 3
0 1 _ 10* " :
C N"‘NE’QN"’F}F‘W D " mn‘gljmvr'rg’w

Grafik 15. 2. maddenin apoptotik etkinliginin incelenmesi ( A: 10 uM , B:25 pM ,C:50 uM ve

D:100 pM dozda 72 saat madde uygulanmistir).
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4.2.2.3. 2. Maddenin (H-4) ROS(Hiicre ici Serbest Radikal Degisimi) Analizi

2. maddenin HELA hcrelerinde apoptotik etkiye yol actigi yapilan Annexin-V
ile tespit edildi. Hicreyi apoptozise sevk eden nedenlerden bir tanesi de hiicre igi
artan serbest radikal miktaridir. Ctinki artan hiicre ici ROS, lipit, protein ve DNA
hasarina yol acarak hiicrede hasara neden olur ve hiicreyi apoptozise sevk eder. Bu
calismada 2. maddenin HELA hucrelerinde ROS miktari degisimi, 10-100 uM dozda
72 saat uyguladiktan sonra DFCA yontemiyle incelendi. Analiz sonucunda 2.
maddenin (H-4 )doz artisina bagl olarak hicre ici ROS miktarini artirdigi tespit

edilmistir.
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Grafik 16. 2.maddenin serbest radikal grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser tedavisinde kullanilan ila¢ ve kombinasyonlarinin yan etkileri, etkide
selektive sorunlari ve kemoterapik yetersizliklerin nedeniyle son zamanlarda kanser
arastirmalari hedefe 6zgu tedavi ve tekniklerinin gelistirilmesi tzerine odaklanmistir.
Daha oOnceki vyapilan calismalarda Ozellikle solid tlmorlerdeki CAIX
ekspresyonunun timorin tanisi ve prognozu ile iliskilendirilmesi bu enzimi kanser
teshisinde biyobelirteg ve kanser hucrelerine yonelik spesifik bir hedef haline

getirmistir.

Karbonik anhidraz 1X (CA IX) bir membrana bagli metaloenzim olup ifadesi
birgok solid timarlerde gorulmektedir (150). CA ailesinin diger enzimlerinin aksine,
CAIX bircok kanser formunda sentez edilir, ancak birka¢ normal dokuda sinirli
gortlmektedir. CAIX, hiicre yogunluguna baglidir ve hipoksiyi de igeren stresli
kosullarda timorlerde aktive oldugu gdsterilmistir. Bu enzim karbon dioksit ve sudan

bir proton ile bikarbonat tretildigi geri dontsimli reaksiyonu katalize eder (4).

Tumor hucreleri pH'larini duzenlemek igin 6nemli stratejiler gelistirmistir.
Clnki 0.1 pH’ Nk degisim ATP (retimi, protein sentezi, hiicre proliferasyonu,
migrasyon ve apoptoz gibi ¢oklu biyolojik fonksiyonlari bozabilmektedir. (151-153).
CA-1X, pH kontrol mekanizmasinin bileseni olup timadr biyolojisinde aktif rol oynar.
Tumor hicrelerini hipoksi ve onkojenik metabolizma kaynakli streslerden koruyarak
tumor hicresinin hayatta kalmasina ve tedavi direncine katkida bulunur (76,79,88).
Ayrica CA-IX’un kanser hucrelerinin ayrismasini, adhezyonunu, migrasyonunu ve

invazyonunu kolaylastirdigi goértlmustir (89-91).

Hipoksi indlkleyici faktor 1'in (HIF-1), dokulardaki hipoksik kosullara adaptif
yanit olarak stabilize edilmesi anjiogenezis, hiicre sagkalimi, glikoz metabolizmasi
ve hicre invazyonu gibi kansere bagl surecglerde énemli rol oynayan bir¢ok genin
transkripsiyonel olarak aktive edilmesine neden olur (73). CA-IX kodlayan genin
transkripsiyonu, transkripsiyon baslatma alaninin yaninda bulunan hipoksi yanit
elemanina (HRE) baglanan hipoksi indikleyici (HIF-1) transkripsiyon faktord
tarafindan aktive edilir.
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CA-IX’un en 6nemli rold, 6zellikle timor mikrogevresindeki hucre disi pH’si
dizenlemesidir (154). Proliferatif kanser hucreleri, genellikle kanserojen
metabolizma sirasinda biyik miktarlarda laktat, karbondioksit ve proton Gretir. Bu
metabolik son Urinler hiicre disi ortamda birikerek hiicre disi pH degerini 6nemli
Olclide dasurdr. CA-I1X tarafindan karbondioksitin hidrolizi sirasinda dretilen
bikarbonat anyonlari fizyolojik olarak hiicre i¢i pH'si yakin bir seviyede tutmak ve
hicre ici pH seviyelerini tamponlamak igin anyon tasiyicilari vasitasiyla hicrenin
icine tasinirlar. Reaksiyondan Uretilen protonlar hicre disi kaldigindan tamor
cevresinin asidik yapisina katkida bulunurlar. CA-IX fonksiyonu timér hticresinin
hayatta kalmasinda énemli rol oynar (58).

CA-IX’un kanser ile iliskilerini gosteren birgok calisma yapilmistir. Cesitli
klinik calismalarda meme kanserlerinin  %48'inde (155) servikal kanserlerin
%79'unda (156) ve akciger kanserlerinin %81'inde (157) CA-1X ekspresyonunun
yiksek oldugu bildirilmis. Baska bir calismada CA-I1X ekspresyonunun ¢zofagus
kanserlerinde 6zellikle gastrik kanser ve adenokarsinomlar da bagimsiz bir
prognostik belirte¢ oldugu gorulmastar (158). Kigik hicreli disi akciger kanserinde,
kanser dokularinda artmis CA-1X mRNA ifadesi ile proteinin artmis ekspresyonunun
anlamli korelasyon gosterdigi goriulmistir. (159). in vitro calismalarda, CA-1X'un
g0gls kanseri hicrelerinin buyimesinde ve hayatta kalmasinda rol oynadigini
gosterilmistir (9). Michael ve ark., skuamodz hucreli bas ve boyun tiimériinde CA-1X
ekspresyonunun, kemoradyoterapiye karsi direng ile anlamli bir iliskiye sahip
oldugunu gostermisler (160).

Tanaka ve ark, yapmis oldugu bir ¢alismada in vitro olarak CA-1X mRNA'sI (i¢
ESCC hiicre dizisi olan TE-2, TE-8 ve TE-15’te hipoksik kosullar altinda eksprese
edildigini bildirilmisler. Ayrica CA-IX'un hipoksik kosullar altinda bu l¢ ESCC
hiicre dizisinde protein seviyesinde eksprese edildigini tespit etmislerdir. Yapmis
olduklari bu galismanin sonucunda hipoksik kosullar altinda hticre proliferasyonu ve
CA-I1X ekspresyonu induklendigi ve bunun Kkoéti prognoza bagli oldugunu
goOstermigslerdir (161). HT1080 tumdr hicrelerinde CA-IX eksikligine neden olan
SshRNA susturulmasi hipokside hicre disi asidozun azalmasina neden olmustur. CA-
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IX'dan yoksun timor hiicreleri veya enzim aktivitesinin mikrogevre stresinin zararl

etkileri ile bas edemedigi gosterilmistir. (116).

Daha 0nceki calismalarda stilffonamit ve tlrevi bilesiklerin, CA-1X sentezi olan
kanser hiicreleri tizerinde birgok etkisi arastirilmistir. 11k defa Neri ve arkadaslar in
vivo ortamda stilfonamit CA-IX inhibitdrlerinin antitimor Uzerine etkisini arastirmis,
asetazolamid iskeleye floresan karboksilik asit veya albimin kisimlari baglanarak
elde ettigi bilesiklerin membran gecirgen 6zelligi olmayan tirevlerini kullanarak CA-
IX inbitorleri elde etmis. Elde ettigi CA inhibitorleri ile bir ay boyunca hayvanlara
(bobrek karsinom hatti SK-RC-52 ksenograft edilen fareler) uygulayarak tedavi
etmis ve bu tedavi sonucunda timérlerin asiri derecede kiguldiguni gdstermistir
(162).

Bircok calismada aromatik veya heteroaromatik sulfonamidlerin  timaor
asidifikasyon etkisini tersine cevirerek, kanser hicrelerinin blytimesini engelledigini
ve karbonik anhidrazlarin aracilik ettigi timor invazyonunu bastirdigi gosterilmistir.
(163,164) Dubois ve ark., hipoksik kolorektal tlimarleri transfer edilen fareler
uzerine CA-IX inhibit6ri stlfonamid ile tumor isin terapisini birlikte uygulamis ve

bunun sonucunda antitimér etkinin arttigini géstermistir (79).

Yapilan ¢alismalarda, asetazolamid (AZ) veya AZ bazli yeni bilesikler gibi CA
inhibitorlerin in vitro ortamda tek basina veya diger antikanser ajanlarla
kombinasyon halinde uygulandiginda renal kanser hiicrelerinin invaziv kapasitesini

veya cesitli tumar tiplerinin buytimesini inhibe ettigi gosterilmistir (165,166).

Cianchi ve ark, yapmis oldugu bir calismada CA-1X sentezleyen kanser hiicre
hatlari Gzerine yeni sentezlenmis, iki aromatik stlfonamid bilesik olan 2- (4-
stilfamoilfenil-amino) -4,6-dikloro-1,3,5-triazin (TR1) ve 4-[3-(N,N-
dimetilaminopropil)tiyoreidofenil silfonil amino etil] benzensilfonamid (GA15)'in
antitimor etkisini incelemis. TR1 ve GA15'in HELA ve 786-O hucrelerinde hicre
proliferasyonunu 6nemli 6lglide azalttigi, apoptozu arttirdigi ve seramid Gretimini

indlkledigini tespit etmistir (167).
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Tum bu verilerin 1s1ginda laboratuarimizda yeni sentezlemis olan 4 adet 4-(2-
amino etil) benzen silfonamit turevi bilesiklerin CA-1X sentezleyen HELA, CA-1X
sentezlemeyen MDA-MB-231 ve  PNT1A hiicre hatlari Gzerine antikanser
Ozelliklerini inceledik. Sentezlenen siilfonamit tirevi maddelerin HELA, MDA-MB-
231 ve PNT-1A hucreleri UGzerine sitotoksik etkilerini inceleyerek 1Cso degerlerini

hesapladik.

Yapilan tim bu g¢alismalarimizin sonucunda H-4 bilesiginin (2.maddenin)
HELA hicrelerinde 72. saatte glcli sitotoksit etki gosterdigini, MDA-MB-231 ve
kontrol olarak kullandigimiz PNT-1A hiicrelerinde guicli sitotoksik etki gostermedini
tespit ettik. Ylksek sitotoksik etki gdsteren H-4 bilesiginin hiicre proliferasyonu
uzerine etkilerini BRDU yontemiyle Olgtugimizde H-4 bilesiginin 1Cs:18,14 uM
oldugu, tiim dozlarda hiicre proliferasyonunu tzerinde etkili oldugu saptadik. Gugli
sitotoksik etki gosteren H-4 bilesiginin sitotoksik etkisini apoptotik yolag!
aktiflestirerek mi kullandi§i yoksa nekrozisle mi oldugunu tespit etmek icin flow
sitometrik annexin-V analizi kullandik. H-4 bilesiginin doza bagimli apoptozu
arttirdigini saptadik. H-4 bilesiginin sitotoksik ve apoptotik etki mekanizmasinin
serbest radikal Uretimini tetikledigini tespit ettik.

Cahsma sonucunda H-4 bilesiginin HELA hicreleri lzerinde sitotoksik ve
antiproliferatif etki gosterdigi tespit edildi. Ayrica H-4 bilesiginin hucrelerde
apoptozu tetikledigi ve indiksiyonunun hicre ici serbest radikal artisina bagh
olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu calismadan elde edilen verilere gére H-4
bilesigi, 3 boyutlu hiicre kltiirii ve hayvan deneylerinde test edilerek, kanser tedavisi

icin yeni, spesifik ilag gelistirmeye yonelik arastirmalara blyik katki sa§layacaktir.
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